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Potenciometrično določanje in študij interakcij kalcijevih ionov s trinatrijevim 
citratom in humanim albuminom 
Povzetek: 
Določanje kalcijevih ionov v bioloških matricah (serum, kri, urin itd.) je možno z uporabo 
klasičnih in instrumentalnih metod. Pri "in vitro"  študijah interakcij kalcija s trinatrijevim 
citratom in humanim albuminom je najprimernejša metoda potenciometrija z uporabo 
kalcijeve iono-selektivne elektrode (Ca/ISE). Ca/ISE predstavlja najboljšo kombinacijo 
odzivnosti, občutljivosti, specifičnosti in ponovljivosti za "in vitro" model 
kvantitativnega spremljanja sprememb koncentracij kalcijevih ionov ob konici dializnega 
katetra v resničnem času. V serumu je kalcij ioniziran, kompleksiran ali vezan na različne 
proteine, med katerimi prevladuje albumin. Nemoteno delovanje človeškega telesa je 
pogojeno z vzdrževanjem normalnega razmerja serumske koncentracije kalcija. Zaradi 
izhajanja trinatrijevega citrata iz konice katetra lahko pride do znižanja koncentracij 
ioniziranega kalcija v telesu. 
V sklopu magistrskega dela smo izvajali eksperimente pri različnih pogojih npr.: v 
odprtem sistemu pri sobni temperaturi, v zaprtem sistemu pri 36,5 °C, v ali ob odsotnosti 
zraka, ob prisotnosti albumina itd. Z izbiro ustrezne Ca/ISE in kalibracijo v izbranem 
koncentracijskem območju smo zagotovili točnost, natančnost in ponovljivost meritev. 
Pri poskusih smo zaradi dobre ponovljivosti in majhnega odstopanja izmerjenega naklona 
od teoretične vrednosti uporabili Mettler Toledo perfectIONTM Ca/ISE. Odzivni čas 
elektrode je 100 s, njen naklon v zaprtem sistemu je 29,3 ± 0,3 mV, kar je zelo blizu 
Nernstovega naklona. Potrdili smo vpliv temperature na odziv Ca/ISE; z višanjem 
temperature narašča tudi naklon elektrode. Poleg sprememb koncentracij kalcijevih ionov 
ob izhajanju trinatrijevega citrata iz konice katetra smo merili tudi pH. Potrdili smo 
mehanizem vezave kalcija na albumin ter ovrednotili vpliv kislinsko-bazičnega 
ravnotežja – pri višjem pH se je koncentracija prostih kalcijevih ionov znižala zaradi 
njihove vezave na humani albumin.  
 
Ključne besede: iono-selektivna elektroda, kalcij, natrijev citrat, humani albumin, 
hemodializa  
  
Potentiometric determination and study of interaction of calcium ions with 
trisodium citrate and human albumin 
Abstract: 
Determination of calcium ions in biological matrices (serum, blood, urine etc.) is possible 
with the use of classical and instrumental methods. With in vitro studies of interactions 
of calcium with trisodium citrate and human albumin, the preferred method is 
potentiometry with the use of calcium ion-selective electrode (Ca/ISE). Ca/ISE presents 
the best combination of responsiveness, sensitivity, specificity and repeatability for the in 
vitro model of quantitative monitoring of changes of calcium ions concentrations at the 
tip of the dialysis catheter in real time. In the serum, calcium is ionised, complexed or 
bound to different proteins, among which albumin predominates. Smooth functioning of 
the human body is contingent on maintaining a normal ratio of serum concentration of 
calcium. The leakage of trisodium citrate from the tip of the catheter can lead to reduced 
concentrations of ionised calcium in the body. 
Within this master’s thesis, experiments have been carried out under different conditions, 
for instance in an open system at room temperature, in a closed system at 36.5 °C, in the 
absence of air, in the presence of albumin etc. With the choice of an appropriate Ca/ISE 
and calibration in the chosen concentration range, accuracy, precision and repeatability 
of the measurements have been ensured. In experiments, Mettler Toledo perfectIONTM 
Ca/ISE has been used due to good repeatability and small deviation of the measured slope 
from the theoretical value. The response time of the electrode is 100 s, its slope in the 
closed system is 29,3 ± 0,3 mV, which is very close to the Nernst slope. The influence of 
temperature on the reaction of Ca/ISE has been confirmed; increase in temperature results 
in the increase of the electrode slope. In addition to the changes of calcium ions 
concentrations after the leakage of trisodium citrate from the tip of the catheter, also pH 
has been measured. The mechanism of calcium binding to albumin has been confirmed 
and the influence of the acid-base balance evaluated – with a higher pH, the concentration 
of free calcium ions decreased due to their binding to human albumin.  
 
Key words: ion-selective electrode, calcium, sodium citrate, human albumin, 
haemodialysis 
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CAPD kontinuirna ambulantna peritonealna dializa 
APD avtomatizirana peritonealna dializa 
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1 Uvod 
Kalcij (Ca) je peti najbolj razširjen element v človeškem telesu. S fosforjem tvori kalcijev 
fosfat t. i. kalcijev hidroksiapatit Ca5(PO4)3(OH), ki je glavni gradnik mineralnega dela 
kostnine in daje kostem trdnost.1, 2 
Poleg tega ima kalcij v telesu še številne druge pomembne vloge – pomemben je pri 
razmnoževanju in rasti. Vključen je v številne fiziološke in biokemijske procese kot sta 
strjevanje krvi in homeostaza1, sodeluje pri uravnavanju prepustnosti celične membrane 
in tako vpliva na vzdraženost živčnih celic, srca in mišic. Potreben je za normalno 
delovanje številnih encimov in je pomemben prenašalec različnih dražljajev skozi celično 
membrano in v notranjosti celice (sekundarni sporočevalec).3, 4, 5 
 
Slika 1:Način vezave kalcija v krvi.6 
V krvi je kalcij prisoten v treh oblikah – vezan na proteine, kompleksiran in ioniziran 
(Slika 1). 40,4 % celokupnega kalcija je vezanega na beljakovine v plazmi. Kalcij se veže 
specifično ali nespecifično s 70 različnimi beljakovinami, prevladuje pa vezava z 
albuminom. Količina vezanega kalcija na proteine je odvisna od kislinsko–baznega 
ravnotežja – višji kot je pH sistema, več kalcija bo vezanega na proteine. Preostalih 59,6 
% vključuje ioniziran kalcij ter kalcijev kompleks s fosfatom in citratom. Ionizirana 
oblika Ca2+ je telesno aktivna – pomembna pri strjevanju krvi, kontroli mišic, aktivaciji 
določenih encimov in prenosu informacij po živčnih celicah. Skupna koncentracija 
kalcija v serumu je običajno 2,2–2,65 mmol/L, ioniziranega kalcija pa Ca2+ 1,0‒1,3 
mmol/L. Za normalno delovanje telesa je pomembno, da se koncentracija kalcija vzdržuje 
v normalnem razmerju.5, 6, 7 
                                                 
1 Homeostaza: značilnost sistema, ki uravnava njegovo notranje okolje in teži k stabilnosti sistema kljub 
večjim spremembam v okolici. 
Ca vezan na 
proteine 
40,4 %
13,7 %
kompleksiran 
Ca
ioniziran 
Ca2+
45,9 %
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Za lažje razumevanje teme magistrskega dela je potrebno spoznati novo ozadje raziskav 
medicine. Kot je bilo prej omenjeno, je ioniziran kalcij pomemben pri strjevanju krvi ali 
koagulaciji. Krvni strdek nastane ob sproščanju snovi iz tkiv in žilnega endotelija, pri 
čemer sodelujejo koagulacijski faktorji oz. faktorji strjevanja krvi. To so beljakovine, ki 
jih proizvajamo v jetrih in jih označujemo z rimskimi številkami in/ali z imeni. Kalcijev 
ion ali faktor IV aktivira nekatere izmed koagulacijskih faktorjev. Za aktivacijo 
beljakovin so potrebni kofaktorji (npr. kalcijevi ioni). Koagulacijo lahko sproži tudi stik 
krvi z umetnim materialom kot je notranjost dializnega katetra. Zaradi mirujoče krvi v 
zaprtem dializnem katetru po končani dializi je aktivirana koagulacija v katetru. Če 
želimo uspešno izvesti dializo, je pomembno ohraniti prehodnost dializnega katetra tudi 
po končani dializi. To lahko preprečimo z antikoagulantnim sredstvom (polnilno 
raztopino), katerega po koncu dialize inijciramo v kateter. Poznamo več vrst 
antikoagulantov, ki se med seboj razlikujejo glede na njihovo delovanje. Npr. citrat in 
EDTA delujeta preko vezave s kalcijevimi ioni in sicer tako, da v odsotnosti Ca2+ ionov 
ne pride do koagulacije. Več o antikoagulantu trinatrijevem citratu in vezavi s Ca2+ je 
opisano v poglavju 1.3.1. Če povzamemo, normalen nivo koncentracije kalcija v krvi je 
pomemben za pravilno delovanje številnih fizioloških procesov v telesu.5, 8 
Načine določanja koncentracije kalcija lahko delimo na suhe in mokre. Vsi so odvisni od 
sestave vzorca, koncentracijskega območja, interferenc. Primer suhega načina je 
gravimetrična določitev kalcija, na primer v šumečih tabletah ob dodatku oksalatnih 
ionov. 
Ca2+(aq) + C2O4
2-
(aq) + H2O (l)  CaC2O4×H2O (s) 
Pri obarjanju na začetku reakcije nastajata CaC2O4×2H2O in CaC2O4×3H2O. Zaradi 
največje stabilnosti monohidrata se oba po določenem času pretvorita v CaC2O4×H2O. 
Pri obarjanju pri višjih temperaturah pa monohidrat nastane neposredno. Nadgradnja 
gravimetrične določitve je obarjanje nakisane raztopine v območju pH od 4,2 do 4,4 z 
dimetiloksalatom pri temperaturi 90 °C. Prednost te določitve je selektivno obarjanje Ca2+ 
ionov ob prisotnosti Mg2+ ionov. 
Načina mokre določitve kalcija sta redoks titracija in kompleksometrična titracija. 
Redoks ali oksidacijsko-redukcijska titracija s KMnO4 je posredna določitev kalcija.9 
5 C2O4
2- + 2MnO4
- + 16 H+ 10 CO2 + 2 Mn2+ + 8 H2O 
5CaC2O4 + 4KMnO4 + 16H2SO4 10CaSO4 + 16H2O + 2K2SO4 + 4MnSO4 + 10CO2 
Pri kompleksometrični titraciji nastanejo stabilne koordinacijske spojine z večimi 
aktivnimi koordinacijskimi mesti. Kot ligand se pogosto uporablja EDTA, ki tvori 
kompleks s Ca2+ ioni. Kompleksometične titracije se uporabljajo za določitev vsebnosti 
kalcija v mleku, trdoto vode in količino kalcijevega karbonata v trdnih materialih.9 
Reakcija je bila z modrim barvilom (PR), imenovanim Patton in Reedersov indikator, ki 
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tvori kompleks s Ca2+ ioni in med reakcijo spremeni barvo iz modre v roza/rdečo. Ker je 
kompleks Ca-PR manj stabilen od kompleksa Ca-EDTA, je opisana titracija izvedljiva.10 
Ca-PR + EDTA4- PR + [Ca-EDTA]2- 
Kompleksometrične titracije so se uporabljale v preteklosti tudi v klinični kemiji za 
določitev Ca v serumu. V raziskavi so M. H. Carr, M. A., H. A. Frank, M. D določevali 
kalcij in magnezij (Mg) v bioloških vzorcih. Sprva so Ca in Mg ločili kot oborino 
kalcijevega oksalata CaC2O4×2H2O. Nato so jo ponovno raztopili in titrirali z EDTA. S 
pomočjo indikatorja eriokrom črno so določili končno točko titracije.11 
Spektroskopske metode se prav tako uporabljajo za določitev kalcija. V uporabi sta 
atomska absorpcijska spektrometrija (AAS) in atomska emisijka spektrometrija (AES). 
Najpogostejša načina atomizacije pri AAS sta plamen (FAAS) ali elektrotermično z 
grafitno kiveto (ETAAS). Za prvo in drugo skupino periodnega sistema velja, da imajo 
majhne energije vzbujanja. Zaradi nizkih energij je pri teh elementih pri nižji temperaturi 
večja verjetnost prehoda elektronov v vzbujeno stanje kot pri ostalih elementih v 
periodnem sistemu. Rešitev za določanje alkalijskih in zemljoalkalijskih je AES. Slabost 
AES je ta, da pri tej tehniki težje odstranimo interference.5, 12 
V primeru določitve kalcija v mleku so možne naslednje tehnike: plamenska atomska 
absorpcijska spektrometrija, titrimetrija, optična emisijska spektrometrija z induktivno 
sklopljeno plazmo (ICP-OES) in masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo 
(ICP-MS), s katero izmerimo nižje koncentracije analitov kot s klasično emisijsko 
spektrografijo (iskro). Če primerjamo ICP-OES in ICP-MS ima slednja tehnika trikrat 
boljšo mejo detekcije.12, 13 Izvedli so direktno določitev Ca v mleku na osnovi FAAS, ki 
je najbolj pogosto uporabljena tehnika zaradi enostavnosti, točnosti in nizke cene, v 
kombinaciji s pretočno injekcijsko analizo (FIA), s katero izničijo ali minimizirajo 
probleme s konvencionalno FAAS in titracijskimi metodami.12 
Z ionsko kromatografijo (IC) lahko določamo anorganske katione – Na+, K+, Mg2+, tudi 
Ca2+. IC se uporablja za analize bioloških in okoljskih vzorcev, oljnih produktov in vode. 
L. B. de Caland, E. L. Cardoso Silveria, M. Tubino so določali Na+, K+, Mg2+ in Ca2+ v 
biodizlu s pomočjo ionske kromatografije. Sprva so ione iz matriksa ekstrahirali z vodo, 
segrevanjem in ultrazvokom, detekcijo so izvedi s konduktometičnimi meritvami.14 
V diplomskem delu L. Kastelec: Določanje kalcija z ionoselektivno elektrodo je bila 
izvedena postavitev in standardizacija "in vitro" sistema za merjenje spremembe 
koncentracije Ca2+ ionov s kalcijevo ionoselektivno elektrodo in konduktometrijo. 
Poskuse smo izvajali v sistemih z delno simulacijo pogojev v človeškem telesu. S 
konduktometričnimi meritvami smo zasledovali prevodnost raztopine, kajti le-ta je 
odvisna od koncentracije prisotnih ionov v merjeni raztopini. Zaradi predolgih odzivnih 
časov koncentracije Ca2+ ionov nismo mogli natančno določiti. S potenciometrijo pa smo 
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lahko izvedli "in vitro" meritve, saj smo lahko določili koncentracijo Ca2+ ionov v 
raztopini s sekundnim intervalom. Zaradi najboljše kombinacije občutljivosti, 
specifičnosti in odzivnosti je potenciometrija najprimernejša metoda za "in vitro" model 
kvantitativnega merjenja koncentracije kalcijevih ionov z ionoselektivno elektrodo.5, 15 
1.1 Potenciometrija 
Potenciometrija je ena izmed pogosto uporabljenih metod v elektrokemiji, ker med 
meritvijo ne vpliva na ravnotežne procese v merilni celici, saj ne teče električni tok 
oziroma je pod 10-14 A. Z njo določamo koncentracijo analita na osnovi merjenje 
napetosti galvanskega člena, ki ga sestavljajo indikatorska elektroda, referenčna elektroda 
in vzorčna raztopina. Izmerjen potencial galvanskega člena je posledica spontane 
površinske elektrokemijske reakcije in ga lahko izračunamo z enačbo 1.1 kot razliko 
potenciala indikatorske Eind in referenčne elektrode Eref, upoštevamo tudi tekočinski 
potencial elektrolitskega ključa Etek.5, 16 
E=Eind - Eref + Etek         (1.1) 
Nernstova enačba opisuje zvezo med izmerjenim potencialom in aktivnostjo analita v 
vzorcu. 
𝐸 = 𝐸° +
𝑅𝑇
𝑧𝐹
𝑙𝑛
𝑎𝑟𝑒𝑑
𝑎𝑜𝑘𝑠
         (1.2) 
Kjer je E elektrodni potencial [V], E° je standardni elektrodni potencial [V], R je plinska 
konstanta (R=8,314 J/mol K), T je temperatura [K], z je število elektronov v reakciji, F 
je Faradeyeva konstanta (F=96486 A s/mol), 𝑎𝑟𝑒𝑑 oz. 𝑎𝑜𝑘𝑠 predstavlja aktivnost 
reducirane oz. oksidirane zvrsti analita.16 Naklon elektrode oz. strmino S lahko 
izračunamo: 
S = 2,303 ×
𝑅𝑇
𝑧𝐹
         (1.3) 
Ker so E°, R, F, T in 𝑎𝑜𝑘𝑠 konstantne, kadar merimo pri temperaturi (298,15 K), dobimo 
naklon elektrode (po enačbi 1.3) 59,17 mV za enoelektronske procese, 29,59 mV za 
dvoelektronske procese itd.5, 16, 18, 19 
Za referenčno elektrodo velja, da mora imeti znan potencial, ki mora biti med merjenjem 
konstanten, neodvisen od sestave vzorca ali vrste analita ter zunanjih pogojev (tlak, 
temperatura). V idealnih primerih mora biti referenčna elektroda reverzibilna. Sestavljena 
je iz elektrolita znane sestave, v katerega je potopljena kovina. Skozi frito je omogočen 
kontakt s preiskovano raztopino. Osnovna referenčna elektroda je standardna vodikova 
elektroda SHE. SHE ima dogovorjeno sprejet potencial 0,000 V ob določenih tako 
imenovanih standardnih pogojih (parcialni tlak H2 in aktivnost H3O
+ ionov sta enaka 1), 
kar je eksperimentalno težko doseči. V praksi najpogosteje uporabljeni referenčni 
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elektrodi sta nasičena kalomelska elektroda (SCE) in srebro-srebrokloridna elektroda 
(SSCE).5, 18, 20 
Za razliko od referenčnih elektrod, ki so univerzalne in niso omejene na uporabo le v 
potenciometriji, so indikatorske elektrode omejene in vezane na tehniko in na analit. 
Uporaba teh v potenciometriji teži k temu, da so hitre in imajo ponovljiv odziv na 
spremembo aktivnosti merjene komponente. Indikatorska elektroda se s spremembo 
potenciala odzivajo na spremembo aktivnosti analiza v raztopini vzorca. Idealna 
indikatorska elektroda naj bi bila specifična ali vsaj selektivna za analit, potencial bi bil 
odvisen samo od aktivnosti analita, imela naj bi hiter, ponovljiv, reverzibilen in 
konstanten odziv v širokem razponu koncentracij ter naj bi delovala v skladu z Nernstovo 
enačbo. Glede na naravo senzorja delimo na dve vrsti elektrod: kovinske, pri katerih je 
senzor elektronski prevodnih, in ionoselektivne (ISE) oz. membranske, kjer je senzor 
selektivna membrana. Potencialna razlika pri ISE se pojavi zaradi neprepustnosti 
membrane za določene delce ali selektivnosti izmenjave ionov. Slika 2 prikazuje nastanek 
membranskega potenciala. V primeru, da je homogena raztopina, kjer se nahajajo pari 
ionov (solvatirani ioni in njihovi protiioni) v stiku z membrano, ki lahko selektivno veže 
ali prepušča le določene ione, pride ob taki membrani do prostorske ločitve delcev. 
Rezultat ločitve nabitih delcev je membranski potencial, ki ga merimo.5, 18, 19, 21 
 
Slika 2: Membranski potencial.18 
ISE ločimo na trdne membranske elektrode, tekoče ionoselektivne elektrode, plinske 
elektrode, encim-substrat elektrode, mikroelektrode in kombinirane elektrode. Ko 
indikatorsko elektrodo (npr. stekleno) od raztopine ločimo s polprepustno membrano iz 
teflona ali PTFE, dobimo člen, občutljiv na pline ali delce, ki lahko prehajajo preko 
membrane. Tako modificirana indikatorska elektroda je senzor za merjenje raznih plinov 
(CO2, NH3, NO2) ali majhnih molekul (CH3COOH, H2S, HF). Encim-substrat elektrode 
delujejo na principu tranzistorja z učinkom polja, kjer se za prepoznavanje tarčnih 
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molekul uporablja encim. Primer uporabe le-teh senzorjev je detekcija sečnine v serumu 
s pomočjo encima ureaze. V poglavju 1.1.1 bo predstavljena Ca-ISE, v poglavju 1.1.2 bo 
opisano delovanje steklene elektrode.18, 22, 23 
Pri potenciometriji poznamo dva načina merjenja: direktni način in dinamični – titracije 
s potenciometrijsko indikacijo. Z direktnim načinom koncentracijo analita določimo na 
osnovi Nernstove enačbe in sicer iz sorazmernosti E=ƒ(logc). S posrednim načinom 
množino analita ugotovimo glede na porabo reagenta pri titraciji s potenciometrijsko 
indikacijo.18 
Direktna potenciometrija 
Z direktnim načinom koncentracijo merjene komponente določimo na osnovi Nernstove 
enačbe in ustrezne indikatorske elektrode. Razlika potencialov indikatorske Eind in 
referenčne Eref elektrode ter korekcija tekočinski potencial Etek je enak izmerjenem 
potencialu: 
𝐸 = 𝐸𝑖𝑛𝑑 − 𝐸𝑟𝑒𝑓 + 𝐸𝑡𝑒𝑘 = 𝑘𝑜𝑛𝑠𝑡. ±
𝑅𝑇
𝑧𝐹
 lna𝑥     (1.4) 
Tekočinski potencial nastane na referenčni elektrodi zaradi gibljivosti ionov ob stiku dveh 
raztopin različnih koncentracij in lahko znaša od 1 do 20 mV. Ker ga ni mogoče natančno 
določiti, predstavlja vir napak pri direktni potenciometriji.18 
Iz kalibracije pridobimo naklon elektrode S in določimo konstanto iz enačbe 1.4. Z ISE 
koncentracijo analita določimo s pomočjo umeritvene krivulje ali z metodo standardnega 
dodatka. V primeru znane sestave vzorca ter možne priprave standardnih raztopin za 
kalibracijo v enaki sestavi kot vzorec uporabimo umeritveno krivuljo. Določitev 
koncentracije s pomočjo umeritvene krivulje je enostavna, saj je za izračun potreben samo 
izmerjen elektrodni potencial vzorca. V primeru neznane sestave vzorcev uporabimo 
metodo standardnega dodatka, ki je destruktivna metoda. Prvo je potrebno izmeriti odziv 
v alikvotu originalnega vzorca, nato pa še v enem ali več alikvotih vzorca, v katere 
dodamo znano koncentracijo določenega analita (standardne raztopine). Ta dodatek se 
mora opaziti pri meritvah, vendar se morajo kemijske in fizikalne lastnosti originalnega 
vzorca ohraniti. Edini pogoj za uporabo standardnega dodatka je ta, da je naklon elektrode 
S znan in konstanten v opazovanem koncentracijskem območju. Izračun koncentracije 
analita je izveden s pomočjo enačb.18 
Merilna napaka pri direktni potenciometriji je odvisna od členov v enačbi 1.4. Odvisna je 
predvsem od merilne napake merjenja potenciala Eind in posameznih potencialov v členu 
Eref, Etek. Ob spremembi potenciala za 1 mV je relativna napaka koncentracije 4 % v 
primeru enovalentnega iona, 8 % v primeru dvovalentnega iona. Velik vpliv na merilno 
napako ima tekočinski potencial Etek, ki ga ne moramo korigirati. Vir napak je tudi 
neselektivnost in nelinearnost odziva ISE zaradi topnosti komponent membrane, 
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neupoštevanje ionske moči, spremembe temperature analita ter napačna kalibracija pri 
različnih temperaturah in z napačnimi pufri.5, 18 
Titracije s potenciometrijsko indikacijo 
Dinamični način potenciometrije je analizna tehnika, pri kateri dosegamo merilno napako  
pod 0,1 %. Titracije se uporabljajo predvsem pri določanju glavnih sestavin, kjer so 
dovoljene napake zelo majhne. Vir napak je zgolj napaka koncentracija titranta in napaka 
določitve končne točke titracije, ki jo lahko izboljšamo z uporabo potenciometrijske 
indikacije. 
Pri dinamičnem načinu merjenja absolutna vrednost izmerjenega potenciala na obliko 
titracijske krivulje ne vpliva, zato ni potrebno predhodno umerjanje. Končno točko lahko 
določimo pravilno, v primeru da se pojavi zadosten preskok na titracijski krivulji. To je 
vzrok, da so napake pri potenciometričnih titracijah manjše kot pri direktni 
potenciometriji. 
Potenciometrične titracije so podobne klasičnim titracijam, le da pri teh ni prisoten barvni 
indikator, ampak potenciometrijska indikacija. Vzorcu postopoma dodajamo titrant znane 
koncentracije in merimo spremembo potenciala indikatorske elektrode kot funkcijo 
dodatka reagenta. V primeru določanja končne točke z indikatorji titracijo končamo, ko 
dosežemo željeno spremembo barve. Pri potenciometrijski indikaciji je potrebno titracijo 
izvesti do konca in nato šele iz titracijske krivulje določiti končno točko. Iz spremembe 
potenciala elektrode določimo končno točko grafično ali računsko s prvim in drugim 
odvodom. Na titracijski krivulji poiščemo volumen, pri katerem ima prvi odvod (ΔE/ΔV) 
maksimum, oziroma kjer drugi odvod spremeni predznak. Določitev končne točke 
titracije se uporablja metoda po Granu in sicer z ekstrapolacijo premice pred ali po 
ekvivalentni točki, v bližini končne točke pa ni potrebno dodajanje majhnih volumnov 
titranta. Ponavadi titracije izvajamo s pomočjo avtomatskih titratorjev, saj lahko tako 
najlažje kontroliramo pogoje kot so temperatura, atmosfera, mešanje in volumen 
dodanega titranta.5, 16, 18, 24 
1.1.1 Kalcijeva ionoselektivna elektroda 
Kalcijeva ionoselektivna elektroda je predstavnica elektrod s tekočinsko izmenjevalno 
membrano.  
S Ca-ISE lahko neposredno določimo koncentracijo Ca2+ ionov v vodni raztopini, vendar 
pri tem mora biti pH nevtralen. S Ca-ISE ne zaznamo celokupno koncentracijo Ca2+ 
ionov, saj le-ta ne meri vezanega ali kompleksiranega kalcija. Če želimo določiti 
celokupno koncentracijo kalcija, je potrebno uravnavati pH ali dodati ligande za 
dekompleksacijo kalcijevih kompleksov. Kalcij tvori komplekse z nekaterimi 
anorganskimi spojinami kot so hidroksid, bikarbonat, sulfat in polifosfati in nekaterimi 
organskimi anioni (citrat, EDTA in tartrat). Težnja po kompleksaciji narašča s višanjem 
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koncentracije Ca2+ in višjim pH. Na kompleksacijo vpliva tudi ionska moč vzorca. Vsi 
vzorci so na vodni osnovi, sicer lahko pride do kontaminacije ali raztapljanja membrane. 
Pri merjenju s Ca-ISE se je potrebno izogibati vzorcem s svincem in živim srebrom, ki 
sta glavni interferenci. S prisotnostjo povzročita 10 % merilno napako v raztopinah z 
različnimi koncentracijah Ca2+ ionov.5, 18, 25 
Ca-ISE je sestavljena iz zamenljive membrane in ohišja z referenčno elektrodo SSCE 
(Slika 3). Membrano sestavlja notranja raztopina s kalcijevim selektivnim ionskim 
izmenjevalcem, katero obdaja gelna organofilna membrana (ponavadi polivinil klorid 
impregniran z organsko snovjo). Ko je membrana v stiku s kalcij vsebujočo raztopino, 
pride do izmenjave ionov, ki so vezani na funkcionalne skupine izmenjevalca. Pojavi se 
elektrodni potencial. Potencial je odvisen od vsebnosti ioniziranega kalcija v raztopini.25 
 
Slika 3: Skica kalcijeve ionoselektivne elektrode.25 
Izmerjen potencial z digitalnim pH/mV metrom lahko pretvorimo v koncentracijo s 
pomočjo Nernstove enačbe. 
𝐸 = 𝐸0 + S logX         (1.5) 
Kjer E predstavlja merjeni elektrodni potencial, E0 potencial referenčne elektrode, S 
naklon elektrode in X koncentracijo prostih Ca2+ v raztopini. Strmina elektrode je razlika 
potenciala med koncentracijama, ki se razlikujeta za faktor redčenja 10. Za Ca-ISE je 
teoretični naklon 29,59 mV pri 298,15 K, v praksi pa se giblje od 25 do 29 mV/dekado.5, 
25, 26 
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Odziv Ca-ISE na interference z nabojem zx razložimo z Nikolskii – Eisenmann enačbo 
(1.6): 
𝐸 = 𝑘𝑜𝑛𝑠𝑡. +2,303
𝑅𝑇
𝑧𝑎𝐹
∙ 𝑙𝑜𝑔 (𝑎𝑎 + ∑ 𝐾𝑎,𝑥𝑖
𝑃𝑜𝑡
𝑥𝑖 ∙ 𝑎𝑥𝑖
𝑧𝑎
𝑧𝑥𝑖
⁄
)    (1.6) 
kjer E predstavlja elektrodni potencial, 𝐾𝑎,𝑥𝑖
𝑃𝑜𝑡 selektivnostni koeficient elektrode, 𝑧𝑎naboj 
analita, 𝑧𝑥𝑖 naboj interference, 𝑎𝑎 aktivnost analita ter 𝑎𝑥𝑖 aktivnost interference.
27 
Kalcijevo ionoselektivno elektrodo lahko uporabljamo pri "in vitro" študijah, pri katerih 
želimo meriti koncentracijo prostih kalcijevih ionov na določenem mestu v časovni 
odvisnosti, kar se lahko uporablja v medicinske namene. Z njo lahko določamo trdoto 
vode, kot indikatorsko elektrodo jo lahko uporabimo tudi pri titracijah z EDTA.5, 28 
1.1.2 Steklena elektroda 
Merjenje pH-ja se uporablja v različnih panogah kot so medicina, kemija, biologija, 
živilska industrija, okoljevarstvena znanost, oceanografija, prehranska industrija,  vodna 
industrija…29 
Steklena elektroda je vrsta ionoselektivne elektrode, ki ima dopirano stekleno membrano. 
Le-ta predstavlja mejo med dvema raztopinama, med katerima se meri potencialna 
razlika, ki nastane zaradi izmenjave oksonijevih ionov z natrijevimi v hidratiziranem sloju 
membrane: 
H3O
+
(razt.) + Na
+
(st.) ↔ H3O+(st.) + Na+(razt.) 
Ravnotežna konstanta zgornje reakcije je velika, zato je reakcija pomaknjena v desno. 
Danes se steklene elektrode uporabljajo predvsem za določanje aktivnosti vodikovih 
ionov ali alkalijskih ionov, npr. Li+, Na+, K+.18, 19, 30, 31, 32 
Debelina in električna upornost steklene membrane je odvisna od vrste stekla in debeline 
stene membrane (debelina 30–100 µm, električna upornost 100–1000 Ω).33,34 Ker sámo 
steklo ni najboljši prevodnik, je steklena membrana narejena iz tridimenzionalnega 
matriksa različnih mešanic silicijevih ali aluminijevih(III) oksidov z natrijevim ali 
kalcijevim(II) oksidom. Običajna sestava aktivnega dela steklene elektrode (steklene 
membrane) je 72 % SiO2, 22 % Na2O in 6 % CaO.
18, 19 Najbolj pogosto uporabljeno steklo 
je natrijev aluminijev silikat. Membrana deluje kot kationski izmenjevalec – 
monovalentni kationi (H+, Na+) so najbolj mobilni nabiti delci v matriksu.19, 29, 30 
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Slika 4: Prerez steklene elektrode.30 
Najpomembnejše značilnosti steklene elektrode so nizka točka tališča, visoka 
higroskopnost in relativno visoka električna prevodnost.  
Pri steklenih elektrodah sta prisotni dve napaki – alkalna napaka pojavi se pri merjenju 
alkalnih raztopin s pH  nad 10, pri čemer zveza med potencialom elektrode in pH odstopa 
od linearnosti. Elektroda postane občutljiva tudi na druge monovalentne katione (K+, Na+, 
Li+), ne samo na H3O
+, zato kombinirana steklena elektroda kaže nižji pH kot je v resnici. 
Kislinska napaka je prisotna v zelo kislih raztopinah (pH pod 1). Kombinirana steklena 
elektroda daje v tem primeru višji pH kot je v resnici. Najverjetneje je vzrok za odstopanje 
pH vrednosti nasičenje zunanje plasti hidratiziranega stekla s H3O+ ioni. Zaradi nasičenja 
se steklena elektroda ne odzove na povišanje koncentracije oksonijevih ionov in tako 
pokaže previsoko vrednost pH.18, 29, 30, 31, 32, 33 
Kombinirana pH elektroda 
Kombinirana pH elektroda je sestavljena iz dveh elektrod – referenčne in indikatorske 
elektrode. Steklena membrana je obdana z referenčno elektrodo napolnjeno z referenčno 
raztopino. Notranja referenčna elektroda v steklenem ohišju je identična zunanji 
referenčni elektrodi. Referenčni elektrodi sta lahko kalomelskega ali srebro-
srebrokloridnega tipa. Tudi notranja raztopina v obeh delih elektrode je identična – to 
predstavlja pogoj, da elektrodi tvorita simetričen električni krog oziroma elektrolitski 
ključ. Ohišje elektrode je iz neprevodnega stekla ali plastike. Slika 5 prikazuje shemo 
kombinirane steklene elektrode s SSCE referenčno elektrodo. Velika prednost nekaterih 
kombiniranih elektrodah je, da imajo v istem ohišju, kjer sta kombinirana in indikatorska 
elektroda, vgrajen tudi temperaturni senzor. Takšna kombinirana elektroda omogoča 
takojšnjo temperaturno izravnavo in s tem hitrejše meritve. Uporabljajo se pri 
temperaturah od -10 °C do +100 °C.18, 30, 31, 32 
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Slika 5: Shema kombinirane steklene elektrode s SSCE referenčno elektrodo.34 
1.2 Humani serumski albumin 
Albumin sodi v skupino globularnih beljakovin, največkrat nevtralnih ali rahlo bazičnih, 
topnih v vodi. Spadajo med enostavne proteine, kar pomeni, da ni prisotnega 
neproteinskega dela. Sestavljeni so iz aminokislinskih enot, ki so povezane v polipeptidno 
verigo. Molekulska masa albumina je približno 60 kDa. Njihova posebnost je visoka 
vsebnost nabitih aminokislin – največ je cisteina, serina in treonina. Serumski albumin 
najdemo v plazmi vseh sesalcev.35, 36 
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Slika 6: Struktura humanega serumskega albumina.37 
Humani serumski albumin (HSA, angl. human serum albumin) je monomerni protein, ki 
ga sintetizirajo in izločajo jetra. Spada med transportne proteine, saj je sposoben 
kovalentno ali reverzibilno vezati veliko število raznovrstnih endogenih in eksogenih 
spojin. Z njim je omogočen transport maščobnih kislin, aminokislin, hormonov, 
vitaminov, toksinov in kovinskih ionov. Vpliva tudi na farmakokinetiko ter transport 
številnih zdravil, izboljša metabolično modifikacijo nekaterih ligandov in toksine pretvori 
v neškodljivo obliko. Ena od pomembnih funkcij HSA je vzdrževanje kapilarnega 
onkotskega tlaka, ki preprečuje beg tekočine v izvenžilni prostor. Sestavljen je iz 
polipeptidne verige 585 aminokislin v obliki treh homolognih domen I, II in III, vsaka 
domena pa obsega dve poddomeni A in B (Slika 6). Domene so med seboj stabilizirane s 
17 disulfidnimi vezmi. Strukturo HSA so določali z rentgensko kristalografijo in 
ugotovili, da je sestavljen v veliki meri iz α-vijačnic.7, 36, 38, 39 
HSA predstavlja kar 55–60% vseh proteinov v krvni plazmi (vse ostale proteine pa 
skupno imenujemo globulini). Normalna koncentracija HSA v krvi je 35–50 g/L.36, 40, 41 
Pri zdravljenju ali v primeru eksperimentalne uporabe je bolj pravilno govoriti o raztopini 
humanega albumina (HA), ki nadomesti beljakovino, sintentizirano v jetrih – humani 
serumski albumin. 
1.2.1 Vezava Ca in humanega serumskega albumina 
Vezava kovinskih ligandov na HSA je možna na tri mesta: na zadnji dušik, kjer so npr. 
Cu2+, Co2+ in Ni2+ koordinirani na donorski atom dušika asparginske kisline Asp1, alanina 
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Ala2 in histidina His3, na prosti cisteinski tiol Cys34, kjer so vezani Au1+, Hg2+ in Pt2+ 
ioni, ter na primarni multikovinski del oziroma ti. kadmijevo mesto. Kljub temu, da ni 
bilo ugotovljeno izrazito vezavno mesto Ca2+ ionov, so prisotni na površini HSA. Študija 
H. Borum, K. Fisker, M. Otagiri, A.O. Pedersen, U. Kragh-Hansen prevideva, da je 
vezava Ca2+ ionov na HSA precej nespecifična preko različnih karboksilatov, prisotnih 
na površini proteinov.42 
Maščobne kisline z daljšimi verigami (predvsem oleinska in linolna kilsina) povečajo 
vezavo Ca2+ ionov na HSA. Mehanizem ni potrjen, vendar bi lahko bil posledica 
neposredne vezave Ca2+ ionov na COO- skupino maščobne kisline ali konformacijskih 
premikov, ki jih povzroči maščobna kislina. Ta vpliv je klinično pomemben pri znižanju 
koncentracije Ca2+ ionov v plazmi, lipidnih infuzij in ob dodatkih odmerkov heparina.36 
1.3 Kronična ledvična bolezen in hemodializa 
Ledvica so pomemben organ, saj filtrirajo kri, izločajo presnovne produkte in toksine, 
ohranjajo normalno ravnovesje elektrolitov in vode, sodelujejo pri uravnavanju acido-
baznega ravnovesja in izločajo nekatere hormone (npr. renin, eritropoetin).43 
Kronična ledvična bolezen (KLB) je definirana s funkcijsko ali morfološko okvaro ledvic, 
ki traja vsaj tri mesece in to ne glede na vzrok, ki je bolezen povzročil. KLB je nepovratna 
in v naravi bolezni je, da se okvara ledvic stopnjuje. V primeru zgodnjega odkritja KLB 
se lahko prepreči napredovanje bolezni, v kasnejši fazi odkritja pa se lahko upočasni 
napredovanje kronične ledvične bolezni in prizadetost ostalih organov, predvsem srčno-
žilnega sistema. Glede na glomerulno filtracijo delimo KLB v pet stopenj – zadnjo 
stopnjo (KLB-5) imenujemo tudi končna ledvična odpoved (KLO). Ko bolnik doseže 
KLO življenje brez nadomestnega zdravljenja ni več možno. Med oblike kroničnega 
nadomestnega zdravljenja štejemo peritonealno dializo, hemodializo in presaditev 
ledvice. 
Navedene metode nadomestnega zdravjenja se ne izključujejo in možni so prehodi iz ene 
oblike v drugo. Vsaka ima svoje prednosti in slabosti, pri čemer je presaditev izbirni način 
zdravljenja in je povezana z najboljšo kakovostjo življenja in najboljšim preživetjem. 
Večina bolnikov pa potrebuje določeno obdobje premostitvenega dializnega zdravljenja 
medtem, ko čaka na presaditev. Hemodializa je čiščenje krvi z umetno ledvico (dializni 
filter). Za uspešno zdravljenje je potreben žilni pristop – dializni kateter v eni od večjih 
ven ali operativna spojitev med arterijo in veno (arteriovenska fistula). Arteriovenska 
fistula predstavlja najboljši žilni pristop ker zagotavlja dovolj velik krvni pretok in je 
povezana z najmanj zapleti. Žal je konstrukcija arteriovenske fistule pri majhnih otrocih 
pogosto neizvedljiva. V tem primeru za žilni pristop uporabljamo centralne venske katetre 
(dializne katetre).  
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S pomočjo črpalke dializnega aparata kri teče po izventelesnem dializnem cevju do 
dializnega filtra (umetna ledvica), se v njem očisti in se nato skozi žilni pristop vrne v 
telo. V dializnem filtru se odstrani odvečna voda in presnovni odpadni produkti (npr. 
sečnina, kreatinin). Z dializo uredimo tudi elektrolitski in acidobazni status. Hemodializa 
poteka trikrat tedensko, običajno po 4 h (lahko tudi več) v dializnem centru. 
Za razliko od hemodialize, pri kateri se kri čisti preko zunanje ledvice, se pri peritonealni 
ali trebušni dializi za čiščenje uporablja trebušna votlina bolnika. Trebušno votlino in 
trebušne organe obdaja peritonealna polprepustna membrana, ki deluje kot filter za 
izmenjavo snovi in vode. Dializa poteka preko katetra v trebušni votlini, po katerem se 
večkrat dnevno zamenja dializna raztopina s toksičnimi snovmi in vodo. Poznamo več 
vrst peritonealne dialize, ki se lahko izvaja ročno (npr. CAPD, angl. Continuous 
ambulatory peritoneal diaysis) ali avtomatizirano s pomočjo aparata za menjave dializne 
raztopine (APD, avtomatizirana peritonealna dializa).43, 44, 45, 46, 47 
Kronična ledvična bolezen se lahko pojavi v katerem koli starostnem obdobju, vzroki za 
nastanek KLB so odvisni od starosti bolnika. Večje tveganje za nastanek KBL je pri 
sladkornih bolnikih, bolnikih z arterijsko hipertenzijo, bolnikih z zvišanim krvnim 
tlakom, ljudeh starejših od 50 let, kadilcih, predebelih in ljudeh, katerih svojci imajo 
KLB.  
Čeprav se končna ledvična odpoved (KLO) pojavlja izrazito redkeje kot pri odraslih, je 
pomembna zdravstvena težava otrok in mladostnikov. Najpogostejši vzrok za KLO pri 
majhnih otrocih so prirojene ali dedne bolezni ledvic, v primeru mladostnikov so vzroki 
za bolezen enaki kot pri odraslih. Pri zdravljenju KLO pri otrocih poznamo iste tri načine 
nadomestnega zdravljenje kot pri odraslih, vendar je izbira načina odvisna od osnovne 
bolezni, trenutnega zdravstvenega stanja otroka, starosti otroka in želje bolnika ter 
staršev. Pri majhnih otrocih, starih manj kot 5 let, se najpogosteje odločijo za peritonealno 
dializo, saj je, v primerjavi s hemodializo, lažje izvedljiva. Prednost peritonealne dialize 
je, da ni potreben žilni pristop kot pri hemodializi in da jo lahko izvajajo doma. Kronična 
hemodializa pri majhnih otrocih je tehnično zahtevna in se izvaja v specializiranih 
dializnih centrih. Zapleti so najpogosteje povezani z žilnim pristopom, oziroma z 
dializnim katetrom (npr. tromboza, okužbe). Za varno izvedbo zdravljenja potrebujemo 
prilagojeno tehnično opremo (npr. dializni aparat, dializni kateter, cevje), ki zagotavlja 
primerne krvne pretoke in majhen volumen izventelesnega krvnega obtoka, ki ne sme 
presegati 10 % otrokovega krvnega volumna. Za razliko od odraslih, mladostnikov in 
starejših otrocih, je konstrukcija arteriovenske fistule težko izvedljiva. Kljub temu je 
hemodializa v izkušenih rokah varnah in učinkovita metoda zdravljenja otrok s KLO. Na 
splošno velja, da naj bo zdravljenje z dializo čim krajše in da se čim prej opravi presaditev 
ledvice.5, 45, 46 
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1.3.1 Antikoagulacija in trinatrijev citrat 
Stik krvi z umetno površino povzroči aktivacijo koagulacijskega sistema in trombocitov 
in posledično strjevanje krvi. Pacientova kri prihaja v stik z umetno površino dializnih 
igel. V primeru, da ne preprečujemo koagulacije v zunajtelesnem krvnem obtoku, pride 
do delne in nato še kompletne koagulacije v sistemu, kar privede do prekinitve dializnega 
postopka in izgubo strjene krvi. Strdek se lahko razširi na žilni pristop in pripelje do 
tromboze v žilnem pristopu. Zato je potrebno med hemodializo preprečiti strjevanje krvi 
z antikoagulacijo. Po vsaki končani hemodializi dializni kateter (Slika 7) napolnijo z 
antikoagulantno sredstvo (ali polnilna tekočina: sredstvo, ki preprečuje strjevanje krvi), 
da preprečijo trombozo in ohranijo prehodnost dializnega katetra tisti čas, ko pacient ni 
priključen na dializni aparat. Antikoagulant pred naslednjo dializo odstranijo iz katetra s 
pomočjo brizge in nato je bolnik pripravljen na naslednji dializni postopek.44 
 
Slika 7: Dvolumenski (9F), predukrivljen hemodializni kateter (12 cm) namenjen 
otrokom, Medcomp. 
Najbolj znani antikoagulanti so EDTA, heparin in trinatrijev citrat. Med seboj se 
razlikujejo po mehanizmu delovanja. EDTA odstrani ioniziran Ca2+, pri čemer se tvori 
netopna sol, ki preprečuje strjevanje krvi.44 
Pri bolnikih z življenjsko nenevarnimi krvavitvami se uporablja standardni ali 
nizkomolekularni heparin. Standardni heparin je heterogena, močno elektronegativna 
zmes sulfatnih glukozoaminoglikanov, pridobljenih iz  pljuč goveda ali črevesja prašičev. 
Molekulska teža se giblje od 15 000 do 18 0000 Da. Nizkomolekularni heparini so 
fragmenti standardnega heparina, ki jih dobimo s pomočjo kontrolirane encimske ali 
kemične degradacije s povprečno molekulsko težo 5000 Da. Heparin deluje 
antikoagulantno tako, da aktivira antitrombin, ki je naravni zaviralec koagulacije, in 
posredno zavira encim trombin2 in faktor Xa3. Glavna razlika med standardnim in 
                                                 
2 Encim v krvni plazmi in ima osrednjo vlogo pri procesu strjevanja krvi.  
3 Aktivna oblika faktorja X (Stuart–Prower faktor), ki je encim v koagulacijski kaskadi. 
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nizkomolekularnimi heparini je v razmerju zaviranja faktorja Xa in trombina. Standardni 
heparin enakomerno zavira faktor Xa in trombin, nizkomolekularni heparini pa bistveno 
bolje faktor Xa. V primeru uporabe heparina za zaščito katetra pred koagulacijo krvi v 
njem so pri bolnikih zabeležili nagnjenost h krvavitvam, kar so pripisali mezenju heparina 
iz katetra v krvni obtok. 44, 45, 48 
V zadnjem času heparin nadomešča trinatrijev citrat (struktura prikazana na Slika 8), ki 
se uporablja pri bolnikih s povečanim tveganjem za krvavitev. V vodni raztopini citrat3- 
tvori komplekse s Ca2+, Mg2+, Zn2+ in Ni2+, v telesu pa prevladujejo kompleksi s Ca2+ in 
Mg2+ ioni.44, 49 V telesu citrat veže ioniziran Ca2+, ki je potreben za aktivacijo 
koagulacijskega sistema, zato se kri v prisotnosti ustrezne koncentracije ne strjuje, saj ga 
obori v neuporabno obliko. V telesu (jetrih) se citrat razgradi na bikarbonat in ne povzroča 
antikoagulantnega učinka. Citrat je učinkovit zaradi kelatnih lastnosti – lahko tvori več 
koordinacijskih vezi hkrati. Potrebno je poudariti, da je vez Ca2+ s citratom šibkejša kot 
vez med Ca2+ in EDTA.44 
 
Slika 8: Strukturna kemijska formula trinatrijevega citrata.50 
Volumen antikoagulanta, s katerim napolnijo dializni kateter, je enak mrtvemu volumnu 
katetra. Sedaj se omejimo na uporabo citrata kot antikoagulantnega zaščitnega sredstva. 
Dokazano je, da citrat ob polnjenju dializnega katetra polzi tudi iz konice katetra. Zaradi 
tega se lokalno ob konici dializnega katetra zmanjša koncentracija ioniziranega Ca2+, kar 
bi lahko privedlo do zapletov, kot so motnje srčnega ritma (konica katetra se pogosto 
naslanja na steno preddvora) ali pljučne embolije zaradi obarjanja serumskih beljakovin 
v lumnu dializnega katetra. Verjetnost morebitnih zapletov je povezana s koncentracijo 
uporabljenega citrata. Obstajajo različne koncentracije citrata, ki se uporabljajo za 
zapiranje dializnega katetra (4–47 % citrat), v Sloveniji uporabljamo pri odraslih bolnikih 
4% in 30% citrat, pri otrocih le 4% citrat. Ker ima koncentriran citrat tudi protimikrobno 
delovanje, bi bilo načeloma koristno uporabiti koncentriran citrat (30% citrat) tudi pri 
otrocih. Zaradi manjšega volumna desnega srčnega preddvora, v katerem se razliti citrat 
razredči, je veljalo, da so otroci bolj ogroženi za pojav neželjenih stranskih učinkov 
koncentriranega citrata kot odrasli. Razlitje citrata lahko vodi do zmanjšanja ioniziranega 
Ca2+, predvsem ob konici katetra, ki leži ob arterijski steni ali se je celo dotika.5, 51, 52 
Nedavno je bila opravljena raziskava, v kateri so ocenili zmanjšanje koncentracije 
ioniziranega Ca2+ ob konici dializnega katetra zaradi izlitja citrata iz katetra. V ta namen 
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je bil izdelan "in-vitro" model za merjenje koncentracije ioniziranega kalcija v resničnem 
času. Primerjali so učinek 4% in 30% citrata v mešanici fiziološke raztopine in standardne 
raztopine kalcijevih ionov. Učinek posamezne koncentracija citrata so primerjali tudi v 
različnih volumnih mešanice, ki so ponazarjali otroški in odrasli volumen desnega 
preddvora. Rezultati so pokazali, da je lokalna koncentracija ioniziranega kalcija ob 
konici katetra izrazito majhna pri uporabi 30% citrata in je bila vsaj 10-krat manjša kot 
pri 4% citratu. Pomembno je bilo spoznanje, da volumen preddvora ni vplival na rezultat 
meritev. Za uporabo 30% citrata pri otrocih starejših od 5 let naj bi tako veljali enaki 
previdnostni ukrepi kot pri odraslih bolnikih. Zaradi velikosti elektrode meritev v 
manjšem atrijskem volumnu tehnično ni bila izvedljiva. Ne smemo pozabiti, da je šlo za 
"in vitro" raziskavo in da so potrebne dodatne raziskave za opredelitev klinične varnosti 
uporabe 30% citrata pri otrocih, ki bi morale upoštevati tudi časovno komponento 
izpostavljenosti nizkim lokalnim koncentracijam Ca2+ ionov.52  
Za izvedbo navedene raziskave sta bili ključni postavitev in ovrednotenje metode za 
merjenje lokalne spremembe koncentracije ioniziranega kalcija ob konici katetra, kar smo 
opravili v prvi fazi magistrskega dela.  
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2 Namen dela 
Namen magistrskega dela je bila optimizacija "in vitro" sistema za merjenje koncentracije 
kalcija s kalcijevo ionoselektivno elektrodo ob konici dializnega katetra v resničnem času 
(“real time”), ki je bil predhodno že uporabljen v diplomskem delu Določanje kalcija z 
ionoselektivno elektrodo.5 
Za hemodializo, ki je eden od načinov nadomestnega zdravljenja bolnikov s kronično 
ledvično boleznijo, je pogosto potreben dializni kateter. Dializni kateter po vsaki 
opravljeni hemodializi napolnijo s polnilno tekočino, ki preprečuje strjevanje krvi v 
svetlini katetra. Kateter tako ostane prehoden in uporaben za naslednjo dializo. V 
Sloveniji za polnjenje katetra pogosto uporabljajo trinatrijev citrat, ki veže ioniziran kalcij 
v krvi ter tako preprečuje njeno strjevanje. Zaradi iztekanja citrata iz konice katetra se 
zmanjša tudi koncentracija ioniziranega kalcija v krvi desnega preddvora, kar bi lahko 
povzročilo neželjene stranske učinke, predvsem v smislu spremenjene vzdražnosti 
srčnomišičnih celic. Večja koncentracija citrata je razumljivo bolj učinkovita, vendar je 
povezana z večjim tveganjem za morebitne zaplete, še posebej pri otrocih. V Sloveniji se 
je doslej pri otrocih uporabljal le 4% citrat, medtem ko imajo z uporabo koncentriranega 
citrata (30% citrat) pri odraslih bolnikih že vrsto let dobre izkušnje.  
Doslej ni podatkov o lokalni spremembi koncentracije ioniziranega kalcija v krvi desnega 
preddvora zaradi mezenja citrata iz konice katetra, saj bi bile za to potrebne invazivne in 
za bolnika neprijetne preiskovalne metode. Zato smo v prvi fazi našega dela na podlagi 
idejne zasnove terciarnega raziskovalnega projekta “Varnost polnitve hemodializnih 
centralnih venskih katetrov s 30% citratom pri otrocih” (št. 20150151), ki je potekal na 
Pediatrični kliniki v Ljubljani, izdelali in ovrednotili “in vitro” model za merjenja 
koncentracije kalcija z ionoselektivno elektrodo v resničnem času (real-time). Pravilno 
delovanje takšnega modela je bila ključnega pomena za uspešno izvedbo načrtovanega 
projekta. 
Namen druge faze našega dela je bila optimizacija modela in ocena njegovega delovanja 
v različnih pogojih. Sprva smo primerjali odziv dveh različnih Ca-ISE (proizvajalec 
Mettler Toledo in Consort) ob različnih dnevih in vpliv temperature na odziv elektrode 
Mettler Toledo. Opazovali smo razliko med sistemom, izvedenim pri sobni temperaturi z 
aerobnimi pogoji, ter sistemom pri 36,5 °C in anaerobnih pogojih. Preizkusili smo 
delovanje sistema ob dodatku polnilne tekočine skozi oba kraka katetra in opazovali 
spremembo koncentracije ioniziranega kalcija. Da bi se približali dejanskim pogojem v 
človeškem telesu, smo v mešanico fiziološke raztopine in standardne raztopine kalcijevih 
ionov dodali tudi albumin. Zaradi vpliva pH na vezavo kalcija na beljakovine smo 
spremljali tudi pH raztopin. 
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Cilj magistrskega dela je bil: 
 dokazati temperaturno odvisnost in oceniti odzivni čas Ca-ISE Mettler Toledo, 
 določiti naklon Ca-ISE proizvajalca Mettler Toledo in Consort pri sobni 
temperaturi in 36,5 °C, zagotoviti točnost ter natančnost meritev s Ca-ISE, 
 primerjati rezultate zaporednih dodatkov polnilnega volumna citrata v mešanico 
fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ ionov skozi enega in obeh 
krakov dvolumenskega dializnega katetra brez časovnega zamika ali z zamikom 
100 s, 
 spremljati vrednost pH ob zaporednih dodatkih 1 mL citrata  v fiziološko 
raztopino in v mešanico fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ ionov, 
 spremljati spremembo koncentracije kalcijevih ionov ob dodatku NaOH v 
mešanico fiziološke raztopine, standardne raztopine Ca2+ ionov in humanega 
albumina,  
 določiti odvisnost med koncentracijo kalcijevih ionov in volumnom dodanega 
citrata v mešanici fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ ionov ter v 
mešanici fiziološke raztopine, standardne raztopine Ca2+ ionov in humanega 
albumina, 
 sočasno merjenje koncentracije kalcijevih ionov in pH ob zaporednih dodatkih 
citrata v mešanico fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ ionov ter v 
mešanico fiziološke raztopine, standardne raztopine Ca2+ ionov in humanega 
albumina. 
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3 Eksperimentalni del 
Eksperimentalni del diplomskega dela je bil izveden v laboratoriju na Katedri za analizno 
kemijo na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani. 
3.1 Kemikalije 
Pri izvajanju postopkov smo uporabili naslednje kemikalije: 
 referenčna polnilna tekočina elektrode Ionski elektrolit A, Mettler Toledo AG, 
Švica, Cat. No. P\N 51344750 
 kalijev klorid, krist., KCl  (Fisher BIoReagents; BP366-500, CAS: 7447-40-7) 
 referenčna raztopina 4 M KCl, Consort: Cat. No. R001013 
 notranja raztopina CaCl2 in AgCl, Consort: Cat. No. CALIF01 
 kalcijev klorid dihidrat, krist., CaCl2×2 H2O (Acros Organics, Coda: 207780010, 
Lot: A0246927) 
 natrijev klorid, krist., NaCl (Kemika, šifra: 1415834) 
 natrijev citrat 4 %, Na3-citrat×2H2O (Univerzitetni klinični center Ljubljana, 
Lekarna) 
 natrijev citrat 30 %, Na3-citrat×2H2O (Univerzitetni klinični center Ljubljana, 
Lekarna) 
 fiziološka raztopina natrijev klorid NaCl 0,9 %, elektrolitska raztopina za 
intravenozno infuzijo, Serumwerk Bernburg Vertriebs GmbH, Bernburg, 
Nemčjia, CAS: 1299.99.99) 
 raztopina za infundiranje humani albumin, albunormTM 200 g/L (Octapharma, 
Velika Britanija, serija: P811A6668) 
 natrijev hidroksid, trdna snov, NaOH (Merck, Nemčija, CAS: 1310-73-2, 
1.06498.1000) 
 sekundarna referenčna raztopina, pufrna raztopina pH = 4,00 pri 25 °C, Merck 
Titrisol, Nemčija (1.07200, Lot: 281816) 
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 pufrna raztopina (fostatni pufer) pH = 7,00 ± 0.02 (20 °C), VWR Chemicals AVS 
titrinorm, Belgija (32096.267, Lot: 18A234122) 
 pufrna raztopina pH 10 ± 0.02 (20 °C), VWR Chemicals AVS titrinorm, Belgija 
(32040.298, Lot: 17H104126) 
 deionizirana voda  
 2-x prečiščena voda (Milli Q, stopnja čistosti 1)  
 dušik (čistost 5.0) 
3.2 Instrumenti in oprema 
Pri izvajanju poskusov smo uporabili sledeče instrumente in steklovino: 
 analitska tehtnica (Intertech, d.o.o., Slovenija) 
 magnetno mešalo IKA topolino, identiteta. št.: 0003368000 (IKA – Werke GmbH 
& C. KG, Nemčija) 
 kombinirana kalcijeva ionoselektivna elektoda perfectIONTM kombinirana 
kalcijeva ionoselektivna elektroda (Mettler Toledo AG, Švica) 
 kombinirana kalcijeva ionoselektivna elektoda ISE63B (Consort)  
 milivoltmeter, pHenomenal MU 6100H (VWR, ZDA) 
 kompaktni pH meter z zamenljivo elektrodo, Checker HI98103, Hanna 
instruments 
 pH elektroda Inlab Routine Pro-ISM, številka materiala: 51344055 (Mettler 
Toledo, Švica) 
 pH/ion meter SevenCompact pH meter S220 basic, številka materiala: 30019028 
(Mettler Toledo, Švica) 
 termostat IKA IB 18 eco, identiteta. Št.: 0003035000 (IKA – Werke GmbH & C. 
KG, Nemčija) 
 9F, dvolumenski, predukrivljen hemodializni kateter (12 cm), (Medcomp Inc., 
Harleysville, PA, ZDA) 
 čaše (Kimax, Kimble, ZDA; volumen: 100 mL) 
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 polnilne pipete (Normax, Portugalska; volumni: 1 mL, 2 mL, 4 mL, 5 mL, 6 mL, 
10 mL in 20 mL; razred A in B) 
 merilni valji (volumen: 50 mL) 
 volumetrične bučke (volumni: 100 mL, 500 mL, 1000 mL; razred A) 
 magneti 
 spatule 
 žličke 
 plastične posodice 
 kapalka 
 puhalka z Milli Q 
 brizge 
 stojala za elektrodo 
 parafilm 
 cevi za dotok vodo 
 cevi za dovod dušika 
3.3 Priprava raztopin 
3.3.1 1000 ppm standardna raztopina Ca2+ 
V 1000 mL bučko smo zatehtali 3,67 g CaCl2×2 H2O in dopolnili do oznake z Milli Q.  
3.3.2 Regulator ionske moči 
V 500 mL bučko smo zatehtali 151,1 g KCl in dopolnili do oznake z deionizirano vodo.  
3.3.3 Raztopine za umeritveno krivuljo 
100 ppm: V 100 mL bučko smo dodali 10 mL 1000 ppm standardna raztopina Ca2+, dodali 
2 mL ISA in razredčili do oznake z Milli Q. 
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80 ppm: V 100 mL bučko smo dodali 8 mL 1000 ppm standardne raztopine Ca2+, dodali 
2 mL ISA in razredčili do oznake z Milli Q. 
60 ppm: V 100 mL bučko smo dodali 6 mL 1000 ppm standardne raztopine Ca2+, dodali 
2 mL ISA in razredčili do oznake z Milli Q. 
40 ppm: V 100 mL bučko smo dodali 4 mL 1000 ppm standardne raztopine Ca2+, dodali 
2 mL ISA in razredčili do oznake z Milli Q. 
20 ppm: V 100 mL bučko smo dodali 2 mL 1000 ppm standardne raztopine Ca2+, dodali 
2 mL ISA in razredčili do oznake z Milli Q. 
10 ppm: V 100 mL bučko smo dodali 10 mL 100 ppm raztopine Ca2+, dodali 2 mL ISA 
in razredčili do oznake Milli Q. Druga možnost priprave 10 ppm raztopine Ca2+ je bila, 
da smo v 100 mL bučko dodali 1 mL 1000 ppm standardne raztopine Ca2+, dodali 2 mL 
ISA in razredčili do oznake z Milli Q. 
1 ppm: V 100 mL bučko smo dodali 10 mL 10 ppm raztopine Ca2+, dodali 2 mL ISA in 
razredčili do oznake z Milli Q. 
3.3.4 Mešanica fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ s koncentracijo 
Ca2+ 1,2 mmol/L 
V 1000 mL steklenico odmerimo 900 mL fiziološke raztopine in 50,5 mL 1000 ppm 
standardna raztopina Ca2+. 
3.3.5 0,1 M NaOH 
V 100 mL bučko smo dodali malo deionizirane vode, nato smo dodali 0,400 g NaOH in 
dopolnili do oznake. 
3.4 Direktne potenciometrične meritve z uporabo Ca-ISE 
Uporabljali smo Ca-ISE dveh proizvajalcev – Consort in Mettler Toledo. Obe smo 
uporabljali za direktno določitev elektrodnega potenciala raztopine s pomočjo mV/pH 
metra. Časovni odziv obeh elektrod predstavlja čas, ki je potreben za 99 % ustalitev 
elektrodnega potenciala. 
Na ponovljivost meritev vpliva čistost kemikalij in temperatura. Napaka ponovljivosti 
meritve je ± 4%. Zaradi vpliva temperature na elektrodni potencial je potrebno izvesti 
meritev raztopin, ki so v temperaturnem območju ± 1 °C. Elektrodni potencial vzorcev in 
standardnih raztopin mora biti merjen pri isti temperaturi. V primeru razlike za 1 °C se 
pri koncentraciji 1,0×10-3 M pojavi napaka okoli 1,2 %. Elektroda se lahko uporablja pri 
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temperaturah od 0 do 40 °C pod pogojem, da pride do temperaturnega ravnotežja. 
Teoretične vrednosti naklona pri različnih temperaturah so prikazane v Tabela 1. 
Tabela 1: Teoretična vrednost naklona kalcijeve ISE v odvisnosti od temperature.25 
temperatura [ °C] naklon [mV] 
0 27,1 
10 28,1 
20 29,1 
25 29,6 
30 30,1 
40 31,1 
Ca-ISE se odziva na proste kalcijeve ione v raztopini, ne zazna pa vezanega kalcija 
oziroma kompleksiranega kalcija. Določene kalcijeve spojine so v vodi netopne. 
Razporejene so po naraščajoči topnosti: kalcijev oksalat, karbonat, fluorid, fosfat in 
sulfat. Kalcij tvori komplekse z določenimi anorganskimi spojinami (npr. hidroksidi, 
bikarbonati in polifosfati) in organskimi anioni (citrat, tartat in EDTA). 
Ca-ISE se lahko uporablja od 2,5 do 11 pH enote. Pri nizkih koncentracijah kalcijevih 
ionov v nizkem pH moti oksonijev ion, pri višjih pH je prisotno dovolj hidroksidnega 
iona za tvorbo oborine s kalcijevim ionom. Oborini se lahko izognemo s prilagajanjem 
pH <11 z dodatkom 1 M HCl, kadar je potrebno.25, 26 
3.4.1 Priprava Ca-ISE 
Pred uporabo Consort Ca-ISE smo napolnili referenčno elektrodo z referenčno raztopino 
(4 M KCl; 30 % KCl in deionizirana voda) in delovno elektrodo z notranjo raztopino 
(11,1 % CaCl2, 0,001% AgCl in deionizirana voda), ki sta bili priloženi dobavljeni 
elektrodi. Po vsaki polnitvi elektrode je bilo potrebno kondicioniranje v Milli Q za 30 
min. Prepričali smo se, da ni bilo prisotnih mehurčkov ob polnitvi, saj so izredno moteč 
dejavnik pri merjenju – povzročijo nihanje odziva elektrode. V primeru prisotnosti 
mehurčkov smo elektrodo ponovno napolnili z referenčno in notranjo raztopino ter 
ponovili kondicioniranje.  
Pred uporabo Mettler Toledo Ca-ISE (perfectIONTM) smo občutljivi modul z membrano 
namestili na ohišje elektrode ter napolnili z referenčno polnilno tekočino (ionski elektrolit 
A). V primeru mehurčkov je bilo potrebno ponoviti postopek. Po vsaki polnitvi elektrode 
je bilo potrebno kondicioniranje v 100 ppm standardni raztopini Ca2+ ionov za 1 do 2 h. 
Elektrodo, mV/pH meter in računalnik smo povezali in usposobili po navodilih, ki so bila 
priložena k mV/pH metru.53 
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3.4.2 Merilni sistem 
Slika 9 predstavlja sistem za sočasno merjenje elektrodnega potenciala in pH v zaprtem 
sistemu pri 36,5 °C ob konstantnem mešanju in prepihovanju z N2. V celici z merjeno 
raztopino imamo pH elektrodo in Ca-ISE ter dializni kateter. Sistem je podoben sistemu 
opisanem v diplomski nalogi L. Kastelec: Določanje kalcija z ionoselektivno elektrodo.5 
Nadgradnja je sočasno merjenje pH ter dodatek humanega albumina, kot je opisano v 
nadaljevanju. 
 
Slika 9: Skica in realni sistem za sočasno merjenje elektrodnega potenciala in pH v 
zaprtem sistemu. 
Pred pričetkom meritve smo Ca-ISE in pH elektrodo sprali z Milli Q in obrisali s 
papirnato brisačko, vendar se membrane nismo fizično dotikali. 
V čašo oz. merilno celico smo dali merjeno raztopino in elektrodi pomočili vanjo ter 
počakali cca. 3 min oz. do ustalitve signala elektrode. Nato smo odčitali elektrodni 
potencial v mV ali vrednost pH. Med vsako meritvijo smo bili pozorni na prisotnost 
mehurčkov. V primeru, da so bili ti prisotni, jih je bilo potrebno odstraniti in ponovno 
počakati do ustalitve signala. Pri nekaterih poskusih smo spremljali časovno odvisnost 
odziva elektrode, torej nismo čakali do ustalitve elektrodnega signala. Po vsaki meritvi 
smo elektrodi sprali z Milli Q, popivnali vodo in nadaljevali z merjenjem naslednje 
raztopine. 
V primeru pojava interferenc smo potopili Ca-ISE v Milli Q za 5 min, da se je membrana 
očistila, nato pa še v 100 ppm standardno raztopino Ca2+ za 5 min, da se je ravnotežje 
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med notranjo raztopino in standardom vzpostavilo. Na vzpostavitev ravnotežja v 
membrani vplivajo pogoji dela (koncentracija vzorcev, starost elektrode in raztopine, 
mešanje raztopine, temperatura …). Odziv Ca-ISE je odvisen tudi od parcialnega tlaka, 
ki ga je mogoče spreminjati tudi z mešanjem raztopine. 
3.4.3 Shranjevanje Ca-ISE, pH elektrode in senzorja 
Po končanem merjenju smo Ca-ISE sprali, popivnali in pomočili v notranjo raztopino 
CaCl2 in AgCl in ovili s parafilmom.  
Mettler Toledo perfectIONTM Ca-ISE smo shranjevali v 100 ppm standardni raztopini 
Ca2+ do treh dni, pri shranjevanju za dlje časa smo referenčno polnilno tekočino odstranili, 
sprali z Mili Q, popivnali ter odstranili občutljiv modul z membrano. 
pH elektrodo Inlab Routine Pro-ISM (Mettler Toledo) in kompaktnega pH senzorja 
Checker – pH tester HI98103 (Hanna instruments) smo shranjevali v 3 M raztopini KCl 
v plastični epruveti. 
3.4.4 Kalibracija Ca-ISE 
Kalibracijsko krivuljo je bilo potrebno narediti vsakodnevno pred vsakim sklopom 
meritev. Tekom dneva je bilo potrebno kalibracijo tudi ponoviti. Standardne raztopine 
Ca2+ smo pripravljali vsak dan sproti, kot je opisano v poglavju 3.3.3. 
3.4.5 Kalibracija pH senzorja in elektrode 
Kalibracija je bila izvedena vsakodnevno ob uporabi posamezne pH elektrode. 
V diplomskem delu J. Imperl: Študija uporabe kompaktnih potenciometričnih senzorjev 
je bila preverjena primernost uporabe kompaktnega pH metra (Hanna instuments, 
Checker, pH tester HI98103) kot nadomestek stacionarnih laboratorijskih pH metrov. 
Postopek kalibracije je isti kot pri našem delu, saj smo uporabljali enak pH senzor.33 
Kalibracija kompaktnega pH metra (Hanna instruments, Checker, pH tester HI98103) je 
bila dvotočkovna in sicer pH 7 in pH 10. V dve plastične posodice smo prelili pufre pH 
7 in 10. Elektrodo smo sprali z deionizirano vodo, obrisali s papirnato brisačko in vpeto 
potopili v posodico s kalibracijskim pufrom pH 7. Po ustalitvi elektrodnega odziva smo 
s ploščatim izvijačem nastavili vrednost pH = 7,00. Ponovili smo postopek tudi za 
kalibracijski pufer pH 10. 
Kalibracija pH elektrode (Mettler Toledo, Inlab Routine Pro-ISM) je bila tritočkovna (pH 
4,01, 7,00 in 10,01). Podobno kot pri kompaktnem pH metru smo uporabili plastične 
posodice s kalibracijskimi pufrnimi raztopinami pH 4, 7 in 10. Elektrodo smo sprali z 
deionizirano vodo, obrisali s papirnato brisačko in vpeto potopili v posodico s 
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kalibracijskim pufrom pH 4. Enako smo naredili za pH 7 in 10. S pomočjo pH/ion metra 
Seven Compact (Mettler Toledo) smo izvedli avtomatsko kalibracijo. 
3.4.6 Odprt in zaprt sistem 
Večina meritev je izvedenih v dveh sistemih: odprtem ali zaprtem. Meritev pri sobni 
temperaturi 25 °C in aerobnih pogojih lahko s skupnim imenom poimenujemo meritev v 
odprtem sistemu. Meritev pri 36,5 °C in anaerobnih pogojih kot približek pogojev v 
človeškem telesu poimenujemo meritev v zaprtem sistemu. Anaerobnost zagotovimo s 
konstantnim prepihovanjem celice z N2. 
3.4.7 Odzivni čas Mettler Toledo perfectIONTM elektrode 
Opazovali smo odzivni čas Mettler Toledo perfectIONTM kombinirane Ca-ISE pri 25 °C 
in ob konstantem mešanju (250 rpm). Pripravili smo 50 ppm raztopino Ca2+ s pomočjo 
1000 ppm standardne raztopine Ca2+ in Milli Q. Spremljali smo elektrodni potencial v 
odvisnosti od časa. 
3.4.8 Umeritvene krivulje Consort in Mettler Toledo Ca-ISE 
Spremljali smo časovno odvisnost naklona dveh elektrod različnih proizvajalcev – 
Consort in Mettler Toledo. 
Pri pripravi raztopin merjenih s Ca-ISE smo uporabljali izključno Milli Q, ker sta 
elektrodi zelo občutljivi na prisotnost drugih ionov kot so Pb2+, Hg2+, Cu2+ in Ni2+. Tako 
smo se izognili možnosti pojava napake zaradi interferenčnih ionov. 
Pred začetkom izvajanja poskusov namenjenih raziskovanju je bilo potrebno 
vsakodnevno pripraviti umeritveno krivuljo iz 1, 10, 100 in 1000 ppm standardnih 
raztopin Ca2+, ki smo jih pripravili po navodilih v poglavju 3.3.3. 
Odprt sistem 
V odprtem sistemu smo z Mettler Toledo in Consort Ca-ISE pripravili umeritveno 
krivuljo pri temperaturi 25 °C v odprtem sistemu s konstantnim mešanjem (250 rpm) po 
navodilih za pripravo raztopin v poglavju 3.3.3. Postopek smo ponovili prvi, drugi, tretji 
in osmi dan. 
Zaprt sistem 
Z obema elektrodama (Mettler Toledo in Consort) smo pripravili umeritvene krivulje v 
treh zaporednih dnevih s 1, 10, 100 in 1000 ppm standardnimi raztopinami Ca2+ pri 
temperaturi 36,5 °C v zaprtem sistemu s konstantnim mešanjem (250 rpm) in 
prepihovanjem z N2.  
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Nato smo pripravili še natančnejšo umeritveno krivuljo z Mettler Toledo Ca-ISE v 
zaprtem sistemu s konstantnim mešanjem in prepihovanjem z N2 pri 36,5 °C z osmimi 
raztopinami Ca2+ – 1, 10, 20, 40, 60 80, 100 in 1000 ppm standardnih raztopin Ca2+, ki 
smo jih pripravili po navodilih v poglavju 3.3.3. 
3.4.9 Ponovljivost meritev in vpliv temperature na odzivnost Ca-ISE 
Z Mettler Toledo Ca-ISE smo pripravili umeritvene krivulje z 1, 10, 100 in 1000 ppm 
standardnimi raztopinami Ca2+ v zaprtem sistemu s konstantnim mešanjem (250 rpm) in 
prepihovanjem z N2 pri različnih temperaturah – 25 °C, 30 °C, 35 °C, 35,6 °C in 40 °C. 
Postopek priprave standardnih raztopin Ca2+ je opisan v poglavju 3.3.3. Postopek smo 
ponovili prvi, drugi, tretji in četrti dan.  
3.4.10 Dodatek citrata v mešanico fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ 
S temi poskusi smo dobili primerjavo dodatkov trinatrijevega citrata v mešanico 
fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ skozi en in skozi oba kraka katetra 
zaporedoma ter s časovnim zamikom 100 s. 
Vsi poskusi se izvajajo v zaprtem sistemu pri 36,5 °C s konstantnim prepihovanjem z N2 
in mešanjem (250 rpm). Delali smo z dvema različnima volumnoma – 30 in 80 mL. V 
reakcijsko celico smo dodali izbran volumen mešanice fiziološke raztopine in standardne 
raztopine Ca2+ (30 ali 80 mL), postopek priprave mešanice je opisan v poglavju 3.3.4. 
Koncentracija Ca2+ ionov v omenjeni mešanici je bila 1,2 mmol/L. Čez čas, ko je bila 
celica prepihana z N2 in se je vzpostavilo temperaturno ravnotežje pri 36,5 °C, smo začeli 
z merjenjem elektrodnega potenciala. Po določenem času smo skozi en krak dializnega 
katetra dodali 0,9 mL trinatrijevega citrata izbrane koncentracije, bodisi 4 %, bodisi 30 
%. Spremljali smo elektrodni potencial Ca-ISE, katerega smo uporabili v Nernstovi 
enačbi za izračun koncentracije prostih Ca2+ ionov. 
V primeru poskusa z dodatkom trinatrijevega citrata skozi dva kraka katetra smo v 
posamezen krak zaporedoma dodali 0,9 mL trinatrijevega citrata iste koncentracije. 
Izvedli smo tudi podoben poskus pod enakimi pogoji, razlikuje se s slednjim le v tem, da 
smo med dodatkom skozi prvi krak in drugi krak počakali 100 s.  
3.4.11 Več zaporednih dodatkov citrata v mešanico fiziološke raztopine in standardne 
raztopine Ca2+ 
Izvedli smo poskuse z zaporednimi dodatki trinatrijevega citrata v mešanico fiziološke 
raztopine in standardne raztopine Ca2+, kjer je koncentracija Ca2+ ionov 1,2 mmol/L 
(postopek opisan v poglavju 3.3.4) v zaprtem sistemu pri 36,5 °C s konstantnim 
prepihovanjem z N2 (150 mL/min) in mešanjem (250 rpm). Dodatek trinatrijevega citrata 
je bil 1 mL. Začetni volumen mešanice je bil 30 mL ali 80 mL, koncentracija 
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trinatrijevega citrata pa 4 % ali 30 %. Spremljali smo elektrodni potencial Ca-ISE, 
katerega smo uporabili v Nernstovi enačbi za izračun koncentracije prostih Ca2+ ionov.  
3.4.12 Več zaporednih dodatkov citrata v mešanico fiziološke raztopine, standardne 
raztopine Ca2+ in humanega albumina 
Izvedli smo poskuse z zaporednimi dodatki trinatrijevega citrata v mešanico fiziološke 
raztopine, 1000 ppm standardne raztopine Ca2+ in humanega albumina (HA) v zaprtem 
sistemu pri 36,5 °C s konstantnim prepihovanjem z N2 (150 mL/min) in mešanjem (250 
rpm). Dodatek trinatrijevega citrata je bil 1 mL. Začetni volumen mešanice je bil 30 mL 
ali 80 mL, koncentracija trinatrijevega citrata pa 4 % ali 30 %. Spremljali smo elektrodni 
potencial Ca-ISE, katerega smo uporabili v Nernstovi enačbi za izračun koncentracije 
prostih Ca2+ ionov.  
3.4.13 Spremljanje koncentracije Ca2+ ionov in pH ob zaporednih dodatkih citrata 
Meritve smo izvedli s kompaktnim pH metrom, Checker HI98103, proizvajalca Hanna 
instruments, uporabnost katerega je bila preverjena z raziskavo J. Imperla: Študija 
uporabe kompaktnih potenciometričnih senzorjev.33 Študija je potrdila primernost 
uporabe kompaktnega pH metra kot nadomestek stacionarnih laboratorijskih pH metrov 
pri enostavnejših analizah, kjer ni potrebna velika stopnja natančnosti. Ugotovili so, da je 
časovni odziv odvisen od velikosti spremembe pH – daljši je ob večji spremembi pH 
vrednosti, vpliv temperature se pojavi predvsem pri nižjih temperaturah, pri višjih 
temperaturah je zanemarljiv.33 
Meritve so bile izvedene v odprtem sistemu pri sobni temperaturi (25 °C) in ob 
konstantnem mešanju (250 rpm). Spremljali smo spremembo koncentracije Ca2+ ionov in 
pH vrednosti ob zaporednih dodatkih 30 % natrijevega citrata v mešanico fiziološke 
raztopine in standardne raztopine Ca2+ (postopek opisan v poglavju 3.3.4). Koncentracija 
Ca2+ ionov v omenjeni mešanici je bila 1,2 mmol/L. Volumen posameznega dodatka 30 
% natrijevega citrata je bil 1 mL. Izvedli smo dva poskusa – poskus z reakcijskim 
volumnom 30 mL in 80 mL.  
Ker se skušamo čim bolj približati pogojem v človeškem telesu, smo začetni pH mešanice 
fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+, kjer je koncentracija Ca2+ ionov 1,2 
mmol/L, približati pH vrednosti krvi (pH krvi je 7,4). To smo dosegli z dodajanjem 
alkalnega pufra s pH 10 (VWR Chemicals AVS titrinorm). Nato smo izvedli poskus po 
zgoraj opisanem postopku. Izvedli smo dva poskusa – poskus z volumnom 30 mL in 80 
mL. 
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3.4.14 Odziv pH elektrode na zaporedne dodatke citrata v različne začetne raztopine 
Fiziološka raztopina 
V zaprtem sistemu pri 36,5 °C s konstantnim prepihovanjem z N2 (150 mL/min) in 
mešanjem (250 rpm) smo izvedli poskus dodajanja 1 mL trinatrijevega citrata v časovnem 
zamiku 100 s. Prvi dodatek citrata je bil dodan ob času cca. 100 s, naslednji ob času 200 
s in tako naprej do petega dodatka citrata. Vsaka meritev je trajala približno 600 s. Začetna 
raztopina je bila fiziološka raztopina brez prisotnih Ca2+ ionov, njej začetni volumen je 
bil 30 mL ali 80 mL. Dodajali smo dve koncentraciji trinatrijevega citrata (4 % in 30%).  
Mešanica fiziološke raztopine in stardardne raztopine Ca2+ 
V zaprtem sistemu pri 36,5 °C s konstantnim prepihovanjem z N2 (150 mL/min) in 
mešanjem (250 rpm) smo izvedli poskus dodajanja 1 mL trinatrijevega citrata v časovnem 
zamiku 100 s v mešanico fiziološke raztopine in 1000 ppm standardne raztopine Ca2+ z 
izhodiščno koncentracijo Ca2+ ionov 1,2 mmol/L. Prvi dodatek citrata je bil dodan ob 
času cca. 100 s, naslednji ob času 200 s in tako naprej do petega dodatka citrata. Vsaka 
meritev je trajala približno 600 s. Izhodiščni volumen je bil 30 mL ali 80 mL. Dodajali 
smo dve koncentraciji trinatrijevega citrata (4 % in 30%). Postopek priprave raztopine je 
opisan v poglavju 3.3.4.  
3.4.15 Spremljanje koncentracije Ca2+ ionov in pH ob dodatku NaOH 
Poskus je bil izveden v odprtem sistemu pri sobni temperaturi in ob konstantnem mešanju 
(200 rpm) v dveh delih. V prvem delu smo dodajali humani albumin (HA) s koncentracijo 
200 g/L v mešanico fiziološke raztopine in 1000 ppm standardne raztopine Ca2+. HA smo 
postopoma dodajali do koncentracije Ca2+ ionov 1,2 mmol/L. V drugem delu smo 
dodajali 0,1 M NaOH do spremembe pH za 1 enoto. Poskus je bil izveden v približno 30 
mL in 80 mL.  
Slepa meritev je bila izvedena pri sobni temperaturi ob konstantnim mešanjem. V 80 mL 
mešanice fiziološke raztopine in 1000 ppm standardne raztopine Ca2+, kjer je 
koncentracija Ca2+ ionov 1,2 mmol/L, smo dodali 0,05 mL (ena kapljica) 0,1 M NaOH in 
opazovali odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov. 
3.4.16 Dodatek citrata v mešanico fiziološke raztopine, standardne raztopine Ca2+ in 
humanega albumina 
Te meritve smo izvedli v odprtem sistemu ob konstantnem mešanju (200 rpm) v dveh 
delih. V prvem delu smo v mešanico fiziološke raztopine in 1000 ppm standardne 
raztopine Ca2+ po kapljicah dodajali raztopino humanega albumina (HA) s koncentracijo 
200 g/L do koncentracije prostih Ca2+ ionov 1,2 mmol/L. V drugem delu smo v reakcijsko 
celico dodali 0,9 mL trinatrijevega citrata (4 % ali 30%). Poskus je bil izveden v približno 
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30 mL in 80 mL. Tabela 2 prikazuje dodane volumne fiziološke raztopine, 1000 ppm 
standardne raztopine Ca2+, HA in skupne volumne posameznega poskusa ter 
koncentracijo prostih Ca2+ ionov in raztopine HA pred dodatkom trinatrijevega citrata v 
reakcijsko celico. 
Tabela 2: Dodani volumni raztopin in koncentracije Ca2+ ionov ter humanega albumina 
pred dodatkom trinatrijevega citrata v odprtem sistemu 
 
volumen [mL] 
koncentracija pred 
dodatkom citrata 
 
fiziološka 
raztopina 
1000 ppm 
standardna 
raztopina 
Ca2+ 
humani 
albumin 
200 [g /L] 
skupni 
c (Ca2+) 
[mmol/L] 
c (HA) [g/L] 
1.poskus 23,5 1,5 4,7 29,7 1,26 31,7 
2.poskus 57,0 4,7 23,8 85,5 1,37 55,7 
3.poskus 23,5 1,5 5,0 30,0 1,25 33,3 
4.poskus 57,0 4,7 24,2 85,9 1,37 56,3 
Poskuse v zaprtem sistemu smo izvedli po sledečem postopku: v prvem delu smo v 
mešanico fiziološke raztopine in 1000 ppm standardne raztopine Ca2+ po kapljicah 
dodajali raztopino HA koncentracije 200 g/L do koncentracije prostih Ca2+ ionov 1,2 
mmol/L. Prvi del poskusa smo izvajali v odprtem sistemu pri sobni temperaturi in ob 
konstantnem mešanju. V drugem delu smo dodali 0,9 mL trinatrijevega citrata (4 % in 30 
%) v reakcijsko celico. Drugi del poskusa je bil izveden v zaprtem sistemu pri 36,5 °C ob 
konstantnem prepihovanju z N2 in mešanju. Tabela 3 prikazuje dodane volumne 
fiziološke raztopine, 1000 ppm standardne raztopine Ca2+, HA in skupne volumne 
posameznega poskusa ter koncentracijo prostih Ca2+ ionov in HA pred dodatkom citrata 
v reakcijsko celico. 
Tabela 3: Dodani volumni raztopin in koncentracije Ca2+ ionov ter humanega albumina 
pred dodatkom trinatrijevega citrata v zaprtem sistemu 
 
volumen [mL] 
koncentracija pred 
dodatkom citrata 
 
fiziološka 
raztopina 
1000 ppm 
standardna 
raztopina 
Ca2+ 
humani 
albumin 
200 [g /L] 
skupni 
c (Ca2+) 
[mmol/L] 
c (HA) [g/L] 
1.poskus 23,5 1,5 2,95 28,0 1,34 21,1 
2.poskus 57,0 4,7 24,6 86,3 1,36 57,0 
3.poskus 23,5 1,5 4,3 29,3 1,28 29,1 
4.poskus 57,0 4,7 24,3 86,0 1,37 56,5 
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3.4.17 Spremljanje koncentracije Ca2+ ionov in pH ob zaporednih dodatkih citrata v 
mešanico fiziološke raztopine, standardne raztopine Ca2+ in humanega 
albumina 
Poskuse smo izvedli po sledečem postopku: v prvem delu smo v mešanico fiziološke 
raztopine in 1000 ppm standardne raztopine Ca2+ po kapljicah dodajali raztopino 
humanega albumina (HA) s koncentracijo 200 g/L do koncentracije prostih Ca2+ ionov 
1,2 mmol/L. Prvi del poskusa smo izvajali v odprtem sistemu pri sobni temperaturi in ob 
konstantnem mešanju. V drugem delu smo dodajali po 1 mL trinatrijevega citrata (4 % in 
30 %) v časovnem zamiku v reakcijsko celico. Drugi del poskusa je bil izveden v zaprtem 
sistemu pri 36,5 °C ob konstantnem prepihovanju z N2 in mešanju. Tabela 4 prikazuje 
dodane volumne fiziološke raztopine, 1000 ppm standardne raztopine Ca2+, raztopine HA 
in skupne volumne posameznega poskusa ter koncentracijo prostih Ca2+ ionov in HA pred 
dodatkom trinatrijevega citrata v reakcijsko celico. 
Tabela 4: Dodani volumni raztopin in koncentracije Ca2+ ionov ter albumina pred 
zaporednimi dodatki trinatrijevega citrata v zaprtem sistemu 
 
volumen [mL] 
koncentracija pred 
dodatkom citrata 
 
fiziološka 
raztopina 
1000 ppm 
standardne 
raztopine Ca2+ 
humani 
albumin 
200 [g /L] 
skupni 
c(Ca) 
[mmol/L
] 
c(albumina
) [g/L] 
1.poskus 23,5 1,5 4,3 29,3 1,28 29,35 
2.poskus 57,0 4,7 23,6 85,3 1,38 55,33 
3.poskus 23,5 1,5 5,0 30,0 1,25 33,33 
4.poskus 57,0 4,7 24,7 86,4 1,36 57,18 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Odzivni čas Mettler Toledo perfectIONTM elektrode 
Opazovali smo odzivni čas Mettler Toledo perfectIONTM kombinirane Ca-ISE pri 25 °C. 
Postopek izvedbe poskusa je opisan v poglavju 3.4.7. Spremljali smo časovno odvisnost 
elektrodnega potenciala in posledično tudi koncentracijo prostih Ca2+ ionov v 50 ppm 
standardni raztopini Ca2+. Iz Slika 10 razberemo, da se nad 90 s ustali elektrodni 
potencial. Glede na ponovitve poskusa z enakim postopkom izvedbe lahko rečemo, da je 
odzivni čas Mettler Toledo perfectIONTM kombinirane Ca-ISE približno 100 s v 50 ppm 
standardni raztopini Ca2+. Poudariti je potrebno, da je odzivni čas odvisen od 
koncentracije Ca2+ ionov v raztopini – s koncentracijo Ca2+ ionov le-ta pada. 
 
Slika 10: Odzivni čas perfectIONTM kombinirane Ca-ISE Mettler Toledo. 
4.2 Umeritvene krivulje Consort in Mettler Toledo Ca-ISE 
Namen vsakodnevne priprave umeritvene krivulje je zagotoviti točnost in natančnost 
delovanja Ca-ISE. Spremljali smo dnevno spreminjanje odvisnosti elektrodnega 
potenciala od koncentracije Ca2+ ionov v odprtem in zaprtem sistemu. 
Odprt sistem 
Grafični prikaz odvisnosti elektrodnega potenciala od koncentracije Ca2+ ionov v odprtem 
sistemu prikazuje Slika 11, postopek izvedbe je opisan v poglavju 3.4.8. Standardne 
raztopine Ca2+ za umeritveno krivuljo so bile pripravljene po opisanem postopku v 
poglavju 3.3.3. Vsi poskusi so bili izvedeni pri temperaturi 25 °C v odprtem sistemu s 
konstantnim mešanjem. Posamezno raztopino smo merili cca. 3 min. 
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Teoretičen naklon Consort in Mettler Toledo Ca-ISE je 29,6 mV. Izračunan naklon iz 
enačbe trendne črte za Mettler Toledo je bil 22,7 mV, za Consort pa 24,5 mV. Ker ni bila 
izvedena aktivacija vseh mest na membrani, se pojavi odstopanje med izmerjenim in 
teoretičnim naklonom. V primeru Mettler Toledo elektrode je potrebno poudariti, da je 
bila Ca-ISE nova in se je membransko ravnotežje šele vzpostavljalo. Pojavi se tudi razlika 
med proizvajalcema – možen vzrok za razliko je različna debelina in vrsta materiala 
membran. 
 
Slika 11: Prva umeritvena krivulja – 1. dan. 
Osmi oziroma zadnji dan smo ponovno izvedli poskus pod istimi pogoji (Slika 12) kot 
pri prej omenjenem poskusu, po postopku opisanem v poglavju 3.4.8. Priprava 
standardnih raztopin Ca2+ je opisana v poglavju 3.3.3. Posamezno raztopino smo merili 
cca. 3 min. Naklon Mettler Toledo elektrode, pridobljen iz enačbe trendne črte, je bil 28,6 
mV, naklon Consort elektrode pa 24,6 mV.  
 
Slika 12: Umeritvena krivulja – 8.dan. 
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V Tabela 5 so zbrani vsi nakloni umeritvenih krivulj s pomočjo poskusov izvedenih po 
postopku, opisanem v poglavju 3.4.8. Opazimo, da je največje odstopanje naklona obeh 
elektrod prvi dan. Pri Consort elektrodi se pojavlja večje odstopanje od teoretične 
vrednosti naklona 29,6 mV, pri Mettler Toledo elektrodi pa opazimo približevanje 
izračunanega naklona k teoretičnemu naklonu. 
Tabela 5: Nakloni vseh umeritvenih krivulj Mettler Toledo in Consort elektrode v 
odprtem sistemu. 
 naklon [mV] 
 Mettler Toledo Consort 
1. dan 22,7 24,5 
2. dan 28,6 24,8 
3. dan 28,4 25,9 
8. dan 28,6 26,6 
Iz narejenih ponovitev umeritvene krivulje lahko izračunamo povprečje in standardni 
odmik naklona elektrode v odprtem sistemu pri 25 °C in s konstantnem mešanjem. 
Izračunan naklon, pridobljen iz enačb trendnih črt, za Mettler Toledo Ca-ISE je (28,5 ± 
0,1) mV v primeru, da izločimo naklon 1. dne – Grubbsov test je potrdil, da lahko 
izločimo naklon 1.dneva s 95 % stopnjo zaupanja. Ker ni bila izvedena aktivacija vseh 
aktivnih mest na membrani, se pojavi odstopanje med izmerjenim in teoretičnim 
naklonom. Čeprav je naklon Mettler Toledo elektrode nižji od teoretične vrednosti, je 
dobro ponovljiv in primeren za analitsko delo. Naklon, pridobljen iz enačb trendnih črt, 
za Consort Ca-ISE je (25,5 ± 1,1) mV, ki je dobro ponovljiv, a manj primeren za analitsko 
delo. 
Zaprt sistem 
Pripravili smo umeritveno krivuljo pri temperaturi 36,5 °C v zaprtem sistemu s 
konstantnim mešanjem (250 rpm) in prepihovanjem z N2 (cca. 150 mL/min), kar 
prikazuje Slika 13, postopek poskusa je opisan v poglavju 3.4.8, priprava raztopin je 
opisana v poglavju 3.3.3. Posamezno raztopino smo merili cca. 3 min. Če predpostavimo, 
da je teoretični naklon elektrode v linearni zvezi s temperaturo, je teoretični naklon pri 
36,5 °C 30,7 mV. Dobljeni naklon iz enačbe trendne črte za Mettler Toledo je bil 21,5 
mV, za Consort elektrodo pa 29,4 mV. Podobno kot pri poskusu v odprtem sistemu 
opazimo, da naklona odstopata od teoretične vrednosti; ker ni bila izvedena aktivacija 
vseh aktivnih mest na membrani. V primeru Mettler Toledo elektrode je potrebno 
poudariti, da je bila Ca-ISE nova in se je membransko ravnotežje šele vzpostavljalo. 
Pojavi se tudi razlika med proizvajalcema – lahko je različna debelina in vrsta materiala 
membrane. 
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Slika 13: Prva umeritvena krivulja – 1.dan. 
Tretji oziroma zadnji dan smo ponovno pripravili umeritveno krivuljo s svežimi 
standardnimi raztopinami Ca2+ v zaprtem sistemu. Postopek izvedbe poskusa je opisan v 
poglavju 3.4.8, postopek priprave raztopin pa v poglavju 3.3.3. Posamezno raztopino smo 
merili cca. 3 min. Iz Slika 14 vidimo, da naklon Consort elektrode, ki je bil 28,2 mV, 
preveč odstopa od teoretične vrednosti. Naklon Mettler Toledo elektrode 29,8 mV je 
sprejemljiv, saj se pojavi le 3 % relativna napaka glede na teoretično vrednost naklona 
(30,7 mV).  
 
Slika 14: Tretja umeritvena krivulja – 3.dan. 
V Tabela 6 so zbrani vsi nakloni umeritvenih krivulj s pomočjo poskusov izvedenih po 
postopku opisanem 3.4.8. Opazimo, da je največje odstopanje naklona obeh elektrod prvi 
dan. Pri Consort elektrodi se pojavlja večje odstopanje od teoretične vrednosti naklona 
30,7 mV, pri Mettler Toledo elektrodi pa opazimo približevanje izračunanega naklona k 
teoretičnemu naklonu. 
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Tabela 6: Nakloni vseh umeritvenih krivulj Mettler Toledo in Consort elektrode v 
zaprtem sistemu. 
 naklon [mV] 
 Mettler Toledo Consort 
1. dan 21,5 29,4 
2. dan 29,3 26,9 
3. dan 29,8 28,2 
Iz narejenih ponovitev umeritvene krivulje lahko izračunamo povprečje in standardni 
odmik naklona elektrode v zaprtem sistemu pri 36,5 °C. Izračunan naklon, pridobljen iz 
enačb trendnih črt, za Mettler Toledo Ca-ISE je (29,6 ± 0,3) mV v primeru, da izločimo 
naklon 1. dne – Grubbsov test je potrdil, da lahko izločimo naklon 1. dne 95 % stopnjo 
zaupanja. Ker ni bila izvedena aktivacija vseh aktivnih mest na membrani, se pojavi 
odstopanje med izmerjenim in teoretičnim naklonom. Čeprav je naklon elektrode nižji od 
teoretične vrednosti, je dobro ponovljiv in primeren za nadaljnje analizno delo. Naklon, 
pridobljen iz enačb trendnih črt, za Consort Ca-ISE je (28,2 ± 1,3) mV. Glede na teoretični 
naklon je relativna napaka Consort povprečnega naklona 8,1 % glede na teoretično 
vrednost naklona 30,7 mV. Iz tega sledi, da Consort Ca-ISE ni primerna za analitsko delo. 
V nadaljnjih poskusih jo zato nismo uporabljali več. 
Nato smo pripravili še umeritveno krivuljo z Mettler Toledo Ca-ISE v ožjem 
koncentracijskem območju v zaprtem sistemu pri 36,5 °C, konstantnim mešanjem (250 
rpm) in prepihovanjem z N2 (cca. 150 mL/min) z 1, 10, 20, 40, 60, 80, 100 in 1000 ppm 
raztopinami Ca2+, kar prikazuje Slika 15, postopek izvedbe je opisan v poglavju 3.4.8, 
postopek priprave raztopin pa opisan v poglavju 3.3.3. Iz enačbe trendne črte je razvidno, 
da je naklon 29,7 mV. Ta naklon ustreza oziroma je uporaben za nadaljnje delo. 
 
Slika 15: Umeritvena krivulja v območju 1–1000 ppm standardnih raztopin Ca2+. 
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4.3 Ponovljivost meritev in vpliv temperature na odzivnost Ca-ISE 
Opazovali smo časovno odvisnost naklona Mettler Toledo Ca-ISE v daljšem časovnem 
obdobju in sicer štiri zaporedne dni. Posamezno raztopino smo merili cca. 3 min. 
Pripravili smo umeritvene krivulje pri 25 °C, 30 °C, 35 °C, 35,6 °C in 40 °C v zaprtem 
sistemu s konstantnim mešanjem (250 rpm) in prepihovanjem z N2 (cca. 150 mL/min), 
kar prikazuje Slika 16. Postopek poskusa je opisan v poglavju 3.4.9, postopek priprave 
raztopin pa v poglavju 3.3.3. Naklon elektrode, pridobljen iz enačbe trendne črte, je 30,1 
mV pri temperaturi 25 °C, pri 30 °C 30,3 mV, pri 35 °C 30,9 mV, pri 36,5 °C 30,3 mV 
in pri 40 °C 30,8 mV. Iz Slika 16 je dobro razvidno, da so umeritvene premice različnih 
temperatur med seboj vzporedne. Opazimo, da se pojavi odstopanje od teoretičnih 
vrednosti naklona elektrode (Tabela 1), kar lahko pripišemo neaktivnim mestom na 
membrani, saj je bila Ca-ISE nova in se je membransko ravnotežje šele vzpostavljalo. 
Načeloma se naklon povečuje s temperaturo, vendar tu vidimo, da naklon pri 36,5 °C in 
40 °C odstopata. 
 
Slika 16: Umeritvena krivulja pri različnih temperaturah – 1.dan. 
Drugi dan smo ponovili umeritvene krivulje pripravljeno s standardnimi raztopinami Ca2+ 
pri različnih temperaturah v zaprtem sistemu ob konstantnem mešanju (Slika 17). 
Postopek izvedbe poskusa je opisan v poglavju 3.4.9, priprava raztopin pa v poglavju 
3.3.3. Dobljen naklon iz enačbe trendne črte je 28,9 mV pri temperaturi 25 °C, pri 30 °C 
29,1 mV, pri 35 °C 30,4 mV, pri 36,5 °C 30,1 mV in pri 40 °C 29,9 mV. Opazimo, da se 
je naklon, pridobljen iz enačbe trendne črte, približal teoretičnim naklonom pri posamezni 
temperaturi. 
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36,5 °C: y = 30,3x + 55,2
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Slika 17: Umeritvena krivulja pri različnih temperaturah – 2.dan. 
Tretji dan smo ponovno pripravili umeritveno krivuljo s standardnimi raztopinami Ca2+ 
v zaprtem sistemu pri različnih temperaturah. Postopek izvedbe poskusa je opisan v 
poglavju 3.4.9, priprava raztopin pa v poglavju 3.3.3. Iz Slika 18 vidimo, da je naklon 
elektrode, pridobljen iz enačbe trendne črte, 8,9 mV pri temperaturi 25 °C, pri 30 °C 29,4 
mV, pri 35 °C 29,5 mV, pri 36,5 °C 9,7 mV in pri 40 °C 30,1 mV. Ta poskus se sklada z 
dejstvom, da se naklon umeritvene premice povečuje z višanjem temperature sistema. 
 
Slika 18: Umeritvena krivulja pri različnih temperaturah – 3.dan. 
Četrti dan smo ponovno pripravili umeritveno krivuljo s standardnimi raztopinami Ca2+ 
v zaprtem sistemu pri 25 °C, 30 °C, 35 °C, 35,6 °C in 40 °C (Slika 19). Postopek izvedbe 
poskusa je opisan v poglavju 3.4.9, priprava raztopin pa v poglavju 3.3.3. Naklon 
pridobljen iz enačb trendne črte je 29,2 mV pri temperaturi 25 °C, pri 30 °C 29,3 mV, pri 
35 °C 29,4 mV, pri 36,5 °C 29,7 mV in pri 40 °C 30,4 mV. 
25 °C: y = 28,9x + 54,2
30 °C : y = 29,1x + 53,2
35 °C: y = 30,4x + 54,5
36,5 °C: y = 30,0x + 53,3
40 °C: y = 29,9x + 52,4
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Slika 19: Umeritvena krivulja pri različnih temperaturah – 4.dan. 
4.4 Dodatek citrata v mešanico fiziološke raztopine in standardne 
raztopine Ca2+ 
Namen teh poskusov je primerjati rezultate dodatkov trinatrijevega citrata v mešanico 
fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ skozi en in skozi oba kraka katetra 
zaporedoma ter s časovnim zamikom 100 s. 
Vse poskuse smo izvedli v zaprtem sistemu pri 36,5 °C s konstantnim prepihovanjem z 
N2 (cca. 150 mL/min) in mešanjem (250 rpm). Delali smo z dvema različnima 
koncentracijama trinatrijevega citrata (4 % in 30 %) in dvema različnima volumnoma – 
volumen 30 mL predstavlja arterijski volumen otroka, 80 mL pa arterijski volumen 
odraslega človeka. Postopki izvedbe poskusov so opisani v poglavju 3.4.10. 
Kot rezultat meritev smo vedno izmerili elektrodni potencial. Zaradi boljše preglednosti 
rezultatov meritev smo časovno odvisnost elektrodnega potenciala pretvorili v časovno 
odvisnost koncentracije prostih Ca2+ ionov. S pomočjo enačbe v poglavju 1.1.1 lahko 
izračunamo koncentracijo kalcija 𝑋2 v vsakem trenutku poskusa. Po preureditvi enačbe 
dobimo: 
 𝛥𝐸 = 𝐸2 − 𝐸1 = 𝑠 × 𝑙𝑜𝑔
𝑋2
𝑋1
 
4.4.1 Študija s 30 % trinatrijevim citratom  
Slika 20 kaže časovno odvisnost koncentracije Ca2+ ionov v mešanici fiziološke raztopine 
in standardne raztopine Ca2+, kjer je koncentracija prostih Ca2+ ionov 1,2 mmol/L, ob 
dodatku 30 % trinatrijevega citrata skozi en krak dializnega katetra v zaprtem sistemu. 
Reakcijski volumen je bil 30 mL. Opazimo, da koncentracija Ca2+ ionov po 10 s od 
dodatka pade na 0,061 mmol/L. Razlika v koncentraciji Ca2+ ionov pred in po dodatku 
25 °C: y = 29,2x + 56,9
30 °C: y = 29,3x + 55,3
35 °C: y = 29,4x + 54,3
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trinatrijevega citrata kaže na to, da se prosti Ca2+ ioni v raztopini kompleksirajo s 
trinatrijevim citratom. 
 
Slika 20: Časovna odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 30 % trinatrijevega 
citrata skozi en krak katetra v zaprtem sistemu in reakcijskem volumnu 30 mL. 
Pri naslednjem poskusu smo dodali 30 % trinatrijev citrat skozi oba kraka katetra zapored. 
Iz Slika 21 je razvidno, da je razlika med prvim in drugim dodatkom 5 s. Po prvem 
dodatku je koncentracija Ca2+ ionov 0,71 mmol/L, vendar to ni realna koncentracija, saj 
se odziv elektrode ni ustalil. Po drugem dodatku koncentracija Ca2+ pade na 0,060 
mmol/L. Zanimivo je dejstvo, da se končna koncentracija prostih Ca2+ ionov skoraj ne 
razlikuje med dodatkom 0,9 mL citrata skozi en krak in dodatkom 0,9 mL citrata skozi 
oba kraka.  
 
Slika 21: Časovna odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 30 % trinatrijevega 
citrata skozi dva kraka katetra zapored v zaprtem sistemu in reakcijskem volumnu 30 mL. 
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Opazovali smo časovno odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 30 % 
trinatrijevega citrata skozi dva kraka katetra s časovnim zamikom 100 s v zaprtem sistemu 
in reakcijskem volumnu 30 mL (Slika 22). Vidimo, da se po prvem dodatku citrata 
koncentracija Ca2+ ionov zniža iz 1,2 mmol/L na 0,11 mmol/L, po drugem dodatku pa je 
končna koncentracija Ca2+ ionov 0,034 mmol/L. Po 10 s po dodatku 30 % citrata skozi 
en krak (Slika 20) je končna koncentracija Ca2+ ionov 0,061 mmol/L. Ko primerjamo 
poskuse med seboj, vidimo da se koncentracije Ca2+ ionov ne skladajo. Mogoče se 
ravnotežje ni popolnoma vzpostavilo in se prosti Ca2+ ioni niso popolnoma kompleksirali. 
To bi lahko rešili z daljšim časom meritve.  
 
Slika 22: Časovna odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 30 % trinatrijevega 
citrata skozi dva kraka katetra s časovnim zamikom v zaprtem sistemu in reakcijskem 
volumnu 30 mL. 
Nadalje smo študirali reakcijski volumen 80 mL, ki je primerljiv z arterijskim volumnom 
odraslega človeka. Slika 23 predstavlja časovno odvisnost koncentracije Ca2+ ionov v 
mešanici fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+, kjer je koncentracija Ca2+ 
ionov 1,2 mmol/L, ob dodatku 30 % trinatrijevega citrata skozi en krak dializnega katetra 
v zaprtem sistemu. Opazimo, da koncentracija Ca2+ ionov takoj ob dodatku pade na 0,073 
mmol/L in se nato po 10 s ustali pri 0,16 mmol/L. Opazimo podoben trend kot pri 
reakcijskem volumnu 30 mL, le da je tukaj višja koncentracija Ca2+ ionov zaradi večjega 
reakcijskega volumna. 
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Slika 23: Časovna odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 30 % trinatrijevega 
citrata skozi en krak katetra v zaprtem sistemu in reakcijskem volumnu 80 mL. 
Pri naslednjem poskusu smo dodali 30 % trinatrijev citrat skozi oba kraka katetra zapored. 
Iz Slika 24 je razvidno, da je razlika med prvim in drugim dodatkom 7 s. Ob prvem 
dodatku pade koncentracija Ca2+ ionov iz 1,2 mmol/L na 0,56 mmol/L vendar se ne ustali, 
ob drugem dodatku pa na 0,16 mmol/L. Pri dodatku 30 % citrata skozi en krak (Slika 23)  
je koncentracija Ca2+ ionov prav tako 0,16 mmol/L.  
 
Slika 24: Časovna odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 30 % trinatrijevega 
citrata skozi dva kraka katetra zapored v zaprtem sistemu in reakcijskem volumnu 80 mL. 
Opazovali smo časovno odvisnost koncentracije ob dodatku 30 % trinatrijevega citrata 
skozi dva kraka katetra s časovnim zamikom 100 s v zaprtem sistemu in reakcijskem 
volumnu 80 mL (Slika 25). Vidimo, da se po prvem dodatku citrata koncentracija Ca2+ 
ionov zniža iz 1,2 mmol/L na 0,16 mmol/L in nato spremeni, po drugem dodatku pa na 
0,07 mmol/L. Koncentracija Ca2+ ionov po prvem dodatku je enaka končni koncentraciji 
Ca2+ ionov dodatku skozi en krak in je 0,16 mmol/L (Slika 23), po drugem dodatku se pa 
koncentracija dodatno razpolovi.  
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Slika 25: Časovna odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 30 % trinatrijevega 
citrata skozi dva kraka katetra s časovnim zamikom v zaprtem sistemu in reakcijskem 
volumnu 80 mL. 
4.4.2 Študija s 4 % natrijevim citratom 
V zaprtem sistemu pri 36,5 °C in konstantnem mešanju sem spremljala časovno odvisnost 
koncentracije Ca2+ ionov v 30 mL mešanico fiziološke raztopine in standardne raztopine 
Ca2+ ob dodatku 4 % trinatrijevega citrata (Slika 26). Koncentracija prostih Ca2+ ionov v 
raztopini je padla iz 1,2 mmol/L na 0,61 mmol/L in se nato ustalila na 0,49 mmol/L. V 
primerjavi s 30 % citratom so bili taki rezultati pričakovani.  
 
Slika 26: Časovne odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 4 % trinatrijevega 
citrata skozi en krak katetra v zaprtem sistemu in reakcijskem volumnu 30 mL. 
Pri naslednjem poskusu je bil dodan 4 % trinatrijev citrat skozi oba kraka katetra zapored. 
Iz Slika 27 je razvidno, da je razlika med prvim in drugim dodatkom 6 s. Po prvem 
dodatku je koncentracija Ca2+ ionov padla iz 1,2 mmol/L na 0,90 mmol/L, ob drugem 
dodatku pa na 0,61 mmol/L. Zanimivo je dejstvo, da se končna koncentracija prostih Ca2+ 
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ionov skoraj ne razlikuje med dodatkom 0,9 mL citrata skozi en krak in dodatkom 0,9 
mL citrata skozi oba kraka. 
 
Slika 27: Časovna odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 4 % trinatrijevega 
citrata skozi dva kraka katetra zapored v zaprtem sistemu in reakcijskem volumnu 30 mL. 
Slika 28 prikazuje časovno odvisnost koncentracije Ca2+ ionov v mešanici fiziološke 
raztopine in standardne raztopine Ca2+ ob dodatku 4 % trinatrijevega citrata skozi dva 
kraka katetra s časovnim zamikom 100 s v zaprtem sistemu in reakcijskem volumnu 30 
mL. Ob prvem dodatku pade koncentracija Ca2+ ionov iz 1,2 mmol/L na 0,56 mmol/L, po 
ustalitvi pa na 0,47 mmol/L. Ob drugem dodatku pade koncentracija Ca2+ ionov na 0,28 
mmol/L. Poskus je dobro primerljiv s poskusom dodatka preko enega kraka katetra. 
 
Slika 28: Časovna odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 4 % trinatrijevega 
citrata skozi dva kraka katetra s časovnim zamikom v zaprtem sistemu in reakcijskem 
volumnu 30 mL. 
Nadalje smo študirali reakcijski volumen 80 mL, ki je primerljiv z arterijskim volumnom 
odraslega človeka. Slika 29 predstavlja časovno odvisnost koncentracije Ca2+ ionov v 
mešanici fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+, kjer je koncentracija Ca2+ 
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ionov 1,2 mmol/L, ob dodatku 4 % trinatrijevega citrata skozi en krak dializnega katetra 
v zaprtem sistemu in reakcijskem volumnu 80 mL. Opazimo, da koncentracija Ca2+ ionov 
takoj ob dodatku pade na 0,81 mmol/L in se nato po 10 s ustali pri 0,93 mmol/L, kar je 
pričakovano zaradi večjega reakcijskega volumna.  
 
Slika 29: Časovna odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 4 % trinatrijevega 
citrata skozi en krak katetra v zaprtem sistemu in reakcijskem volumnu 80 mL. 
Na Slika 30 je prikazan dodatek 4 % trinatrijevega citrata preko dveh krakov v razmaku 
4 s v 80 mL mešanico fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+. Ob prvem 
dodatku pade koncentracija Ca2+ ionov iz 1,2 mmol/L na 0,97 mmol/L, ob drugem 
dodatku je koncentracija Ca2+ ionov pa na 0,74 mmol/L. Pri dodatku citrata skozi en krak 
pa je padec koncentracije iz 1,2 mmol/L na 0,81 mmol/L (Slika 29). Iz tega lahko 
sklepamo, da bi bilo potrebno podaljšati čas meritve zaradi vzpostavitve membranskega 
ravnotežja v Ca-ISE. 
 
Slika 30: Časovna odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 4 % trinatrijevega 
citrata skozi dva kraka katetra zapored v zaprtem sistemu in reakcijskem volumnu 80 mL. 
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Opazovali smo časovno odvisnost koncentracije ob dodatku 4 % trinatrijevega citrata 
skozi dva kraka katetra s časovnim zamikom 100 s v zaprtem sistemu in reakcijskem 
volumnu 80 mL (Slika 31). Vidimo, da se po prvem dodatku citrata koncentracija Ca2+ 
ionov zniža iz 1,2 mmol/L na 0,96 mmol/L, nato se ustali na 0,88 mmol/L. Po drugem 
dodatku pa koncentracija Ca2+ ionov pade na 0,67 mmol/L, po ustalitvi pa na 0,62 
mmol/L. Poskus se sklada s pričakovanji, pojavi se odstopanje s primerjavo dodatka skozi 
en krak, kjer je koncentracija Ca2+ ionov 0,81 mmol/L (Slika 29). 
 
Slika 31: Časovna odvisnost koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku 4 % natrijevega citrata 
skozi dva kraka katetra s časovnim zamikom v zaprtem sistemu in reakcijskem volumnu 
80 mL. 
Posamezni dodatki skozi en krak katetra se skladajo z rezultati v raziskavi G. Novljan, 
M. Kolar, L. Kastelec, N. Battelino: Citrate-included local ionized calcium reduction in 
pediatric hemodialysis patients – in vitro study.50 V splošnem lahko zaključimo, da so 
bile meritve z dvema zaporednima dodatkoma trinatrijevega citrata naš primarni cilj 
študije, meritve dveh dodatkov natrijevega citrata s časovnim zamikom 100 s pa bolj 
podobne realnemu kliničnemu sistemu ter zato toliko bolj zanimive in uporabne. 
4.5 Več zaporednih dodatkov citrata v mešanico fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+ 
S poskusom smo opazovali, kaj se zgodi v človeškem telesu (v našem primeru reakcijski 
celici), če pride do razlitja citrata iz katetra. Postopek izvedbe poskusov je opisan v 
poglavju 3.4.11. V zaprtem sistemu pri 36,5 °C, konstantnem mešanju in prepihovanju z 
N2 smo spremljali vpliv dodanega volumna trinatrijevega citrata na koncentracijo prostih 
Ca2+ ionov v mešanici fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ (Slika 32). 
Preučevali smo štiri kombinacije in sicer z dvema različnima koncentracijama 
trinatrijevega citrata (4 % in 30 %) ter dvema različnima reakcijskima volumnoma (30 
mL in 80 mL). Potrdili smo pričakovanja – koncentracija prostih Ca2+ ionov ob dodatku 
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30 % citrata v 30 mL je najnižje na sliki in meritve, izvedene z istimi koncentracijami 
citrata, so si koncentracijsko podobne. 
 
Slika 32: Odvisnosti koncentracije prostih Ca2+ ionov od volumna dodanega 
trinatrijevega citrata dveh različnih koncentracij (4 % in 30%) pri dveh različnih 
volumnih (30 mL in 80 mL). 
4.6 Več zaporednih dodatkov citrata v mešanico fiziološke raztopine, 
standardne raztopine Ca2+ in humanega albumina 
Prejšnji poskus smo nadgradili in opazovali, kaj se zgodi v reakcijski celici, če pride do 
razlitja citrata iz katetra. Postopek izvedbe poskusov dodatka citrata v raztopino 
shumanim albuminom (HA) je opisan v poglavju 3.4.12. V zaprtem sistemu pri 36,5 °C, 
konstantnem mešanju in prepihovanju z N2 smo spremljali vpliv dodanega volumna 
trinatrijevega citrata na koncentracijo prostih Ca2+ ionov v raztopini s prisotnim HA 
(Slika 33). Imeli smo štiri kombinacije, in sicer z dvema različnima koncentracijama 
trinatrijevega citrata (4 % in 30 %) ter dvema različnima reakcijskima volumnoma (30 
mL in 80 mL). Kljub temu, da je koncentracija HA v človeškem telesu 35–45 g/L, smo 
pri tem poskusu uporabili koncentracijo HA 20 g/L. Potrdili smo pričakovanja, da bodo 
koncentracije Ca2+ ionov s 30 % citratom v 30 mL najnižje ter, da bodo krivulje z isto 
koncentracijo citrata bližje. Vidimo, da je krivulja dodatka 4 % citrata v 30 mL (modra 
krivulja) višje od krivulje dodatka 4 % citrata v 80 mL (rdeča krivulja), kar se ne sklada 
s pričakovanji in s poskusom brez prisotnega HA (Slika 32). Krivulja dodatka 4 % citrata 
v 30 mL bi morala biti nižje v primerjavi s krivuljo dodatka 4 % citrata v 80 mL, kajti le-
ta predstavlja bolj razredčeno raztopino in posledično naj bi bila tudi koncentracija Ca2+ 
ionov v reakcijski celici višja. Edina možna razlaga je prisotnost HA v raztopini – v 80 
mL mešanici je prisotnega več HA, na katerega se veže tudi več Ca2+ ionov in posledično 
je nižja koncentracija prostih Ca2+ ionov. 
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Slika 33: Odvisnost koncentracije Ca2+ ionov od volumna dodanega trinatrijevega citrata 
dveh različnih koncentracij (4 % in 30%) pri dveh različnih volumnih (30 mL in 80 mL) 
s prisotnim humanim albuminom. 
4.7 Spremljanje koncentracije Ca2+ ionov in pH ob zaporednih 
dodatkih citrata 
Namen poskusov je preveriti vpliv dodatkov trinatrijevega citrata na pH in koncentracijo 
prostih Ca2+ ionov v raztopini. Poskusi so bili izvedeni pri sobni temperaturi (25 °C) in s 
konstantnim mešanjem. Postopek priprave osnovne raztopine je opisan v poglavju 3.3.4, 
postopek izvedbe poskusa pa v poglavju 3.4.13. 30 % natrijev citrat ima pH med 6,4 in 
7,5.  
Slika 34 prikazuje odvisnost koncentracije prostih Ca2+ ionov in pH vrednosti na dodatek 
30 % trinatrijevega citrata v 30 mL mešanico fiziološke raztopine in standardne raztopine 
Ca2+. Začetna koncentracija Ca2+ ionov je 1,2 mmol/L. Opazimo, da koncentracija prostih 
Ca2+ ionov dobro sovpada z meritvami na Slika 32. Ob dodatku 1 mL citrata se pH 
vrednost spremeni za 0,9 enote, kar je verjetno posledica dodatka citrata v raztopino in 
ne posledica kemijskih sprememb kompleksa s citratom. Ob nadaljnjih dodatkih se pH 
občutno ne spreminja.  
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Slika 34: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov od volumna 30 % trinatrijevega 
citrata v 30 mL mešanici fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+. 
Za razliko od prejšnjega poskusa v 30 mL, je bil slednji poskus izveden v 80 mL mešanice 
fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+. Začetna koncentracija Ca2+ ionov je 1,2 
mmol/L. Slika 35 prikazuje, da meritev koncentracije prostih Ca2+ ionov sovpada z 
meritvami, prikazanimi na Slika 32. pH vrednost se očitno spremeni le ob dodatku 1 mL 
30 % citrata, z večanjem volumna citrata pa pH vrednost ostane nespremenjena.  
 
Slika 35: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov od volumna 30 % trinatrijevega 
citrata v 80 mL mešanici fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+. 
Ker se skušamo čim bolj približati pogojem, smo začetni pH mešanice fiziološke 
raztopine in standardne raztopine Ca2+, ki ima začetno koncentracijo Ca2+ ionov 1,2 
mmol/L, želeli približati pH vrednosti krvi (pH krvi je 7,4). Začetni pH raztopine smo 
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določili na vrednost 7,4 z izbranim pufrom. Postopek izvedbe poskusa je opisan v 
poglavju 3.4.13.  
Slika 36 prikazuje odvisnosti koncentracije prostih Ca2+ ionov in pH vrednosti na dodatek 
30 % trinatrijevega citrata v 30 mL mešanico fiziološke raztopine in standardne raztopine 
Ca2+. Začetna koncentracija Ca2+ ionov v mešanici je 1,2 mmol/L. Vidimo, da se pH takoj 
po prvem dodatku 1 mL ustali, koncentracija Ca2+ ionov pa dobro sovpada s prejšnjimi 
meritvami.  
 
Slika 36: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov od volumna 30 % trinatrijevega 
citrata v 30 mL mešanici fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+. 
Pri naslednjem poskusu smo izvedli dodatke 30 % trinatrijevega citrata v 80 mL mešanice 
fiziološke raztopine raztopine in standardne raztopine Ca2+. Začetna koncentracija Ca2+ 
ionov v mešanici je 1,2 mmol/L. Pred dodatki smo pH raztopine s pufrom nastavili na 
7,3. Slika 37 prikazuje, da se koncentracija Ca2+ ionov sklada s prejšnjimi rezultati (Slika 
36), pH vrednost pa naraste ob prvem dodatku za 0,2 enote, ob naslednjem dodatku pa še 
za 0,1 enote. 
7,2
7,3
7,4
7,5
7,6
7,7
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
0 1 2 3 4 5 6
p
H
ko
n
ce
n
tr
ac
ija
C
a2
+
[m
m
o
l/
L]
volumen 30 % citrata [mL]
koncentracija Ca pH
  
54 
 
 
Slika 37: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov od volumna 30 % trinatrijevega 
citrata v 80 mL mešanici fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+. 
pH raztopine smo želeli čim bolj približati realnemu pH krvi. Vendar smo z višanjem pH 
vrednosti s pufri dobimo kompleksnejšo raztopino. Na podlagi tega smo se odločili, da 
prenehamo z dodajanjem pufra v obstoječo začetno raztopino. 
Uporabljen je bil kompaktni pH meter (Hanna instruments), ki meri pH sicer na stotinko 
decimalke natančno, vendar stotinka pH vrednosti preveč niha. V specifikacijah je točnost 
določena na ± 0,20 enote pH. Študija J. Imperla trdi, da omenjen kompaktni pH senzor ni 
primeren za natančnejše analize.32 Ker že zelo majhna sprememba pH vpliva na stanje v 
človeškem telesu, je potrebno uporabiti natančnejši pH meter. Začeli smo uporabljati pH 
elektrodo Mettler Toledo Inlab Routine Pro-ISM v kombinaciji z Mettler Toledo Seven 
Compact pH/ion metrom, ki zapiše meritev na dve oz. tri decimalke ter je zanesljivejši. 
4.8 Odziv pH elektrode na zaporedne dodatke citrata v različne 
začetne raztopine 
Spremljali smo časovno odvisnost pH elektrode Inlab Routine Pro-ISM, proizvajalca 
Mettler Toledo, s pH/ion metrom SevenCompact pH meter S220 basic (proizvajalec 
Mettler Toledo) na zaporedne dodatke trinatrijevega citrata v različnih začetnih 
raztopinah - fiziološki raztopini ter mešanici fiziološke raztopine in standardne raztopine 
Ca2+. Opis postopka izvedbe je v poglavju 3.4.14. 
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4.8.1 Meritve v fiziološki raztopini 
Slika 38 prikazuje časovno odvisnost pH petih dodatkov 4 % trinatrijevega citrata v 30 
mL fiziološke raztopine. Vidimo, da se pH vrednost vidno poveča ob dodatku 1 mL citrata 
ob času 106 s, z nadaljnjim dodajanjem pa dosežemo pH 7,10. 
 
Slika 38: Časovna odvisnost pH na dodatek 4 % trinatrijevega citrata v 30 mL fiziološke 
raztopine v zaprtem sistemu. 
Slika 39 prikazuje časovno odvisnost pH petih dodatkov 4 % trinatrijevega citrata v 80 
mL fiziološke raztopine. pH fiziološke raztopine je 6,80. Pred dodatkom citrata (do časa 
100 s) se pojavi padanje pH – možen vzrok je prešibko prepihovanje sistema z N2 in 
raztapljanje CO2 v raztopini. Vidimo, da se pH vrednost vidno poveča ob dodatku 1 mL 
citrata ob času 100 s, z nadaljnjim dodajanjem pH vrednost počasi narašča. Po dodatku 5 
mL citrata ob koncu meritve je pH vrednost 7,05. Opazimo, da se ob vsakem dodatku pH 
bolj očitno spremeni kot pri dodatku 4 % citrata v 30 mL (Slika 38). Vsako meritev smo 
izvedli z istim postopkom, vendar na Slika 39 opazimo padanje pH vrednost v času od 0 
s do 100 s. Postopek izvedbe meritve, opisan v poglavju 3.4.14, narekuje dodatek 1 mL 
trinatrijevega citrata ob času cca. 100 s. 
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Slika 39: Časovna odvisnost pH na dodatek 4 % trinatrijevega citrata v 80 mL fiziološke 
raztopine v zaprtem sistemu. 
Nato smo izvedli poskuse z dodatkom 30 % trinatrijevega citrata. Iz Slika 40 vidimo, da 
se ob posameznem dodatku 30 % citrata v 30 mL fiziološke raztopine pH očitneje 
spremeni, če primerjamo z dodatkom 4 % citrata (Slika 38 in Slika 39). Pri 4 % citratu je 
vrednost pH 7,05 pri reakcijskem volumnu 30 mL, pri reakcijskem volumnu 80 mL 7,10, 
pri 30 % citratu in reakcijskem volumnu 80 mL pa je pH 7,63. V primeru, da izhajamo iz 
stališča, kaj se dogaja v človeškem telesu, pa opazimo, da se ne pojavijo tako drastične 
spremembe pH vrednosti. 
 
Slika 40: Časovna odvisnost pH na dodatek 30 % trinatrijevega citrata v 30 mL fiziološke 
raztopine v zaprtem sistemu. 
Slika 41 kaže časovno odvisnost pH vrednosti ob dodatkih 30 % trinatrijevega citrata v 
80 mL fiziološke raztopine. pH vrednost fiziološke raztopine je cca. 6,8, kot pri vseh 
poskusih v tem poglavju, pH po petih dodatkih 30 % citrata pa je 7,65. Pred dodatkom 
citrata opazimo padec pH (kot pri Slika 39), kar pripišemo lokalnim spremembam pH 
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oziroma oksonijevih ionov. Vidimo, da je pH vrednost po petih dodatkih 30 % citrata 
7,63 (reakcijski volumen 30 mL) in 7,65 (reakcijski volumen 80 mL), torej višja kot po 
petih dodatkih 4 % citrata. 
 
Slika 41: Časovna odvisnost pH na dodatek 30 % trinatrijevega citrata v 80 mL fiziološke 
raztopine v zaprtem sistemu. 
Za lažjo preglednost smo vse štiri poskuse prikazali na enem grafu. V zaprtem sistemu 
pri 36,5 °C, konstantnem mešanju in prepihovanju z N2 smo spremljali vpliv dodanega 
volumna trinatrijevega citrata na pH v raztopini (Slika 42). Iz Slika 42 vidimo, da na pH 
vpliva različna koncentracija trinatrijevega citrata in volumen fiziološke raztopine. pH 
fiziološke raztopine je (6,80 ± 0,05), z dodajanjem citrata pa se pH viša. Različne pH 
vrednosti fiziološke raztopine so posledica lokalnih sprememb pH. 
 
Slika 42: Odvisnost pH od volumna dodanega trinatrijevega citrata dveh različnih 
koncentracij (4 % in 30%) pri dveh različnih volumnih (30 mL in 80 mL) fiziološke 
raztopine. 
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4.8.2 Meritve v mešanici fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ 
Slika 43 prikazuje časovno odvisnost pH petih dodatkov 4 % trinatrijevega citrata v 30 
mL mešanice fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+. Koncentracija Ca2+ ionov 
začetne raztopine je 1,2 mmol/L. Začetna pH vrednost raztopine je 6,22, po dodatku 1 
mL se pojavi največja sprememba pH. Po dodatku 5 mL je pH 6,99. Pred dodatkom citrata 
od 0 do 102 s opazimo padanje pH vrednosti, ki je posledica vzpostavljanja 
temperaturnega ravnotežja ali raztapljanja CO2. Čez čas se bi signal ustalil – to bi dosegli 
z daljšim časom meritve. 
 
Slika 43: Časovna odvisnost pH na dodatek 4 % trinatrijevega citrata v 30 mL mešanico 
fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ v zaprtem sistemu. 
Slika 44 prikazuje časovno odvisnost pH petih dodatkov 4 % trinatrijevega citrata v 80 
mL mešanice fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+. Koncentracija Ca2+ ionov 
začetne raztopine je 1,2 mmol/L. Vidimo, da se pH vrednost najbolj očitno spremeni ob 
dodatku 1 mL citrata, z nadaljnjim dodajanjem pa pridemo do pH 6,93. Pred dodatki 
citrata pa na Slika 44 opazimo padanje pH vrednosti od 0 do 107 s, ki je lahko posledica 
vzpostavavljanja temperaturnega ravnotežja ali raztaplanja CO2. pH vrednost se ob času 
100 s ustali. Če primerjamo prvi dodatek 4 % citrata v 30 mL in 80 mL, opazimo večjo 
spremembo pH pri meritvi v 30 mL. Končni pH po vseh dodatkih je 6,93, podoben kot 
na Slika 43. 
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Slika 44: Časovna odvisnost pH na dodatek 4 % trinatrijevega citrata v 80 mL mešanico 
fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ v zaprtem sistemu. 
Nato smo izvedli poskuse z dodatkom 30 % natrijevega citrata. Iz Slika 45 vidimo, da se 
po dodatkih 30 % citrata v 30 mL pH vrednost očitneje spremeni (pH naraste iz 6,14 na 
7,52), če primerjamo z dodatkom 4 % citrata v 30 mL, ko pH iz 6,22 naraste na 6,99. 
Največja razlika v pH (spremeni se za 1,38 enote) pa je vedno ob prvem dodatku. Pri tej 
meritvi je potrebno omeniti, da smo četrti dodatek citrata dodali šele 200 s po predhodnem 
dodatku. Pred dodatkom citrata opazimo enak trend padanja pH kot pri predhodnih 
poskusih (Slika 44 in Slika 45). 
 
Slika 45: Časovna odvisnost pH na dodatek 30 % trinatrijevega citrata v 30 mL mešanico 
fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ v zaprtem sistemu. 
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Slika 46 kaže časovno odvisnost dodatka 30 % citrata v 80 mL mešanice fiziološke 
raztopine in standardne raztopine Ca2+ v zaprtem sistemu. Koncentracija Ca2+ ionov 
začetne raztopine je 1,2 mmol/L. Vidimo, da se pH začetne mešanice sklada z ostalimi 
poskusi, le poskus dodatka 4 % citrata v 80 mL raztopino odstopa. Opazimo, da pH 
vrednost sovpada s poskusom dodatkov 30 % citrata v 30 mL raztopino. Pred dodatkom 
citrata od 0 do 102 s se opazi ponovno padanje pH vrednosti, ki je posledica 
vzpostavljanja temperaturnega ravnotežja ali raztaplanja CO2. Čez čas se bi signal 
popolnoma ustalil – to bi dosegli z daljšim časom meritve. 
 
Slika 46: Časovna odvisnost pH na dodatek 30 % trinatrijevega citrata v 80 mL mešanico 
fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ v zaprtem sistemu. 
V zaprtem sistemu pri 36,5 °C, konstantnem mešanju in prepihovanju z N2 smo spremljali 
vpliv dodanega volumna trinatrijevega citrata na pH v mešanice fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+. Koncentracija Ca2+ ionov začetne raztopine je 1,2 mmol/L. Iz 
Slika 47 vidimo, da na pH vpliva različna koncentracija trinatrijevega citrata in volumen 
mešanice raztopin. pH mešanice fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ je (6,1 
± 0,3), z dodajanjem citrata pa se povečuje. Vidimo, da poskus s 4 % citratom v 80 mL 
(rdeča krivulja) na začetku dodanjanja citrata odstopa od poskusa s 4 % citratom v 30 mL 
(modra krivulja), ob petem dodatku pa krivulji že sovpadata. 
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Slika 47: Odvisnost pH od volumna dodanega natrijevega citrata dveh različnih 
koncentracij (4 % in 30%) pri dveh različnih volumnih (30 mL in 80 mL) mešanice 
fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+. 
4.9 Spremljanje koncentracije Ca2+ ionov in pH ob dodatku NaOH 
S poskusom smo želeli preveriti ali res drži prepričanje, da se z višanjem pH veže več 
Ca2+ ionov na albumine. Spremljali smo elektrodni potencial, ki ga lahko v Nernstovi 
enačbi uporabimo za izračun koncentracije prostih Ca2+ ionov.  
Postopek izvedbe poskusov je opisan v poglavju 3.4.15, priprava raztopine pa v poglavju 
3.3.5. Poskusi so bili izvedeni v odprtem sistemu pri sobni temperaturi in ob konstantnem 
mešanju. 
Pred začetkom poskusov smo izvedli slepo meritev v 80 mL mešanici fiziološke raztopine 
in standardne raztopine, kateri smo dodali 0,05 mL NaOH. Koncentracija Ca2+ ionov 
začetne raztopine je 1,2 mmol/L. Slika 48 kaže, da ob minimalnem dodatku NaOH v 
raztopino vrednost pH očitno spremeni (iz 6,03 na 9,87), koncentracija prostih Ca2+ ionov 
pa se ob istem dodatku NaOH spremeni minimalno – le za 0,07 mmol/L. V primeru slepe 
meritve se ob dodaktu 0,05 mL 0,1 M NaOH v 30 mL mešanico fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+ pojavi malo večja sprememba koncentracije Ca2+ ionov (0,12 
mmol/L), a prav tako zanemarljiva. Pri tej meritvi se pH spremeni za 2,58 enote. 
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Slika 48: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov v mešanici fiziološke raztopine in 
standardne raztopine ob minimalnem dodatku 0,05 mL 0,1 M NaOH. 
Pri prvem poskusu smo v reakcijsko celico dodali 23,5 mL fiziološke raztopine, 1,5 mL 
1000 ppm standardne raztopine Ca2+ in nato ob mešanju dodajali potreben volumen 
humanega albumina (HA) – 6,2 mL. Skupni volumen je bil 31,2 mL. Pred dodatkom 
NaOH smo pustili, da se je vzpostavilo ravnotežje. Nato smo začeli dodajati 0,1 M NaOH 
ob času 181 s. NaOH dodajamo po kapljicah do spremembe pH za 1 enoto. Slika 49 kaže, 
da se koncentracija prostih Ca2+ ionov ob dodajanju HA (prvi del) manjša, saj se prost 
Ca2+ začne povezovati s HA. V drugem delu poskusa se koncentracija Ca2+ ionov ob 
dodajanju NaOH (drugi del) prav tako manjša – potrdili smo tezo, da se pri višjem pH 
veže več Ca2+ ionov na albumine. 
pred dodatkom NaOH 
c(Ca) [mmol/L] 1,2 
c(HA) [g/L] 39,7 
 
 
 
Slika 49: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov v cca 30 mL mešanici fiziološke 
raztopine, standardne raztopine Ca2+ in humanega albumina ob dodajanju 0,1 M NaOH. 
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Pri drugem poskusu smo v reakcijsko celico dali 4,7 mL 1000 ppm standardne raztopine 
Ca2+ in 57 mL fiziološke raztopine. Zaradi večjega začetnega volumna smo morali ob 
mešanju dodati tudi več HA (18 mL); torej je bil skupni volumen 79,7 mL. Pred dodatkom 
NaOH smo pustili, da se je vzpostavilo ravnotežje. Nato smo začeli dodajati 0,1 M NaOH 
ob času 263 s. Bazo dodajamo po kapljicah do spremembe pH za 1 enoto. Tudi Slika 50 
nam potrdi tezo – podobno kot pri poskusu v cca. 30 mL raztopini je razvidno, da se 
koncentracija Ca2+ ionov manjša ob dodajanju albumina zaradi vezave Ca2+ ionov z 
albuminom in ob dodajanju NaOH zaradi vezave prostih Ca2+ ionov na albumin pri višjem 
pH. 
pred dodatkom NaOH 
c(Ca) [mmol/L] 1,5 
c(HA) [g/L] 45,2 
 
 
Slika 50: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ v cca 80 mL mešanici fiziološke raztopine, 
standardne raztopine Ca2+ in humanega albumina ob dodajanju 0,1 M NaOH. 
Upoštevati moramo da je količina vezanega Ca2+ na proteine odvisna od kislinsko-
baznega ravnotežja – višji kot je pH v sistemu, več bo Ca vezanega na proteine. Dokaz 
za to je poskus - ob dodatku NaOH pade koncentracija Ca2+, pri tem pa se pH vrednost 
zviša. 
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4.10 Dodatek citrata v mešanico fiziološke raztopine, standardne 
raztopine Ca2+ in humanega albumina 
Spremljali smo dodatek trinatrijevega citrata v mešanico fiziološke raztopine, standardne 
raztopine Ca2+ in humanega albumina (HA). 
Postopek izvedbe poskusov je opisan v poglavju 3.4.16, priprava raztopine pa v poglavju 
3.3.1. Poskusi so bili izvedeni v odprtem sistemu pri sobni temperaturi in ob konstantnem 
mešanju ter v zaprtem sistemu pri 36,5 °C ob konstantnem mešanju in prepihovanju z N2. 
Upoštevati moramo da je količina vezanih Ca2+ ionov na proteine odvisna od kislinsko-
baznega ravnotežja – večja kot je vrednost pH v sistemu, več bo Ca2+ ionov vezanih na 
proteine. Zato ob dodatku albumina pade koncentracija Ca2+ ionov, saj se pH vrednost 
zviša. 
4.10.1 Odprt sistem 
Iz meritev opazimo, da signal Ca-ISE zaostaja za cca 10 s glede na odziv pH elektrode. 
Vsi časi, ki so omenjeni v besedilu se nanašajo na čas spremembe koncentracije Ca2+ 
ionov ob dodatku citrata razbrano iz slike in ne na dejanski čas dodatka citrata v 
reakcijsko celico. 
Meritve s 4 % trinatrijevim citratom 
Prvi poskus sem izvedla v odprtem sistemu pri sobni temperaturi in konstantnem 
mešanju. 4 % citrat smo dodali ob času 114 s. Slika 51 prikazuje časovno odvisnost 
koncentracije Ca2+ ionov in pH dodatka HA in 4 % trinatrijevega citrata v 30 mL 
mešanico fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+. Vidimo, da se ob dodatku 
HA koncentracija Ca2+ ionov zniža, kar si lahko razložimo z vezavo Ca2+ ionov na HA, 
vrednost pH pa zviša. Padec koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku citrata je pričakovan, 
pH vrednost se spremeni minimalno za 0,01 enote. Koncentracija Ca2+ pade iz 1,26 
mmol/L na 0,51 mmol/L, v raztopini brez HA pa pade na 0,61 mmol/L.  
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Slika 51: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov v mešanici fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+ ob dodatku humanega albumina in 4 % trinatrijevega citrata v 
cca 30 mL raztopine. 
Drugi poskus je bil izveden v odprtem sistemu ob konstantnem mešanju. 4 % trinatrijev 
citrat smo dodali ob času 184 s. Iz Slika 52 vidimo, da polzenje 4 % citrata skozi kateter 
ne vpliva na pH, saj se pH vrednost zanemarljivo spremeni (za 0,01). Koncentracija Ca2+ 
ionov pade iz 1,37 mmol/L na 0,27 mmol/L, po 10 s je 0,82 mmol/L, nato se ustali pri 
0,85 mmol/L. Koncentracija Ca2+ ionov v raztopini brez prisotnega HA je padla iz 1,2 
mmol/L na 0,82 mmol/L, po 10 s pa se dvigne na 0,93 mmol/L. Vidimo, da imata obe 
raztopini enak trend. 
 
Slika 52: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov v mešanici fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+ ob dodatku humanega albumina in 4 % trinatrijevega citrata v 
cca 80 mL raztopine. 
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Meritve s 30 % trinatrijevim citratom 
Nato smo prešli na dodatke 30 % trinatrijevega citrata. Poskus je bil izveden v odprtem 
sistemu s konstantnim mešanjem (prikaz je na Slika 53). V reakcijsko celico smo dodali 
30 % citrata ob času 123 s. Koncentracija Ca2+ ionov pade iz 1,25 mmol/L na 0,06 
mmol/L po nekaj sekundah. Vrednost pH se ob dodatku HA očitno spremeni, ob dodatku 
citrata pa se spremeni za 0,11 enote.  
 
Slika 53: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov v mešanici fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+ ob dodatku humanega albumina in 30 % trinatrijevega citrata 
v cca 30 mL raztopine. 
Izvedli smo še dodatek 30 % trinatrijevega citrata v cca. 80 mL raztopino v odprtem 
sistemu s konstantnim mešanjem (Slika 54). V reakcijsko celico smo dodali 30 % citrat 
ob času 222 s. Koncentracija Ca2+ ionov pade iz 1,37 mmol/L na 0,24 mmol/L po nekaj 
sekundah. Vrednost pH se ob dodatku HA očitno spremeni, ob dodatku citrata pa se 
spremeni minimalno – za 0,01 enote. 
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Slika 54: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov v mešanici fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+ ob dodatku humanega albumina in 30 % trinatrijevega citrata 
v cca 80 mL raztopine. 
4.10.2 Zaprt sistem 
Postopek izvedbe poskusa je opisan v poglavju 3.4.16. Upoštevati je potrebno, da odziv 
Ca-ISE zaostaja 5 s za odzivom pH elektrode. Vsi časi, ki so omenjeni v besedilu se 
nanašajo na čas spremembe koncentracije Ca2+ ionov ob dodatku citrata razbrano iz slike 
in ne na dejanski čas dodatka citrata v reakcijsko celico. 
Meritve s 4 % trinatrijevim citratom 
Prvi del poskusa je bil izveden v odprtem sistemu, drugi del pa v zaprtem sistemu. 
Preskok iz odprtega v zaprt sistem smo naredili ob času 143 s. Po ustalitvi signala v 
zaprtem sistemu smo dodali 4 % trinatrijev citrat ob času 355 s. Slika 55 prikazuje 
časovno odvisnost koncentracije Ca2+ ionov in pH dodatka HA v odprtem sistemu in 4 % 
trinatrijevega citrata v zaprtem sistemu v cca 30 mL mešanico fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+. Vidimo, da se ob dodatku HA koncentracija Ca2+ ionov zniža, 
kar si lahko razložimo z vezavo Ca2+ na HA, vrednost pH pa zviša. Padec koncentracije 
Ca2+ ionov ob dodatku citrata je pričakovan, pH vrednost se spremeni minimalno – za 
0,03. Koncentracija Ca2+ pade pade iz 1,23 mmol/L na 0,62 mmol/L, kar je podobno kot 
v raztopini brez HA (0,61 mmol/L). 
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Slika 55: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov v mešanici fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+ ob dodatku humanega albumina v odprtem sistemu in 4 % 
trinatrijevega citrata v zaprtem sistemu v cca 30 mL raztopine. 
Prvi del poskusa je bil izveden v odprtem sistemu, drugi del pa v zaprtem sistemu. 
Preskok iz odprtega v zaprt sistem smo naredili ob času 326 s. Nato smo dodali 4 % 
trinatrijev citrat ob času 405 s. Slika 56 prikazuje časovno odvisnost koncentracije Ca2+ 
in pH dodatka HA v odprtem sistemu in 4 % trinatrijevega citrata v zaprtem sistemu v 80 
mL mešanico fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+. Ob dodatku HA se 
koncentracija Ca2+ zniža, kar si lahko razložimo z vezavo Ca2+ na HA, vrednost pH pa 
zviša. Padec koncentracije Ca2+ ob dodatku citrata je pričakovan, pH vrednost se 
minimalno spremeni za 0,01 enote. Koncentracija Ca2+ ionov pade iz 1,13 mmol/L na 
0,93 mmol/L, kot pri dodatku 4 % citrata v raztopino brez HA. 
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Slika 56: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov v mešanici fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+ ob dodatku humanega albumina v odprtem sistemu in 4 % 
trinatrijevega citrata v zaprtem sistemu v cca 80 mL raztopine. 
Meritve s 30 % trinatrijevim citratom 
Nato smo prešli na 30 % citrat. Prvi del poskusa je bil izveden v odprtem sistemu, drugi 
del pa v zaprtem sistemu. Preskok iz odprtega v zaprt sistem smo naredili ob času 135 s. 
Po ustalitvi signala v zaprtem sistemu smo dodali 30 % citrat ob času 215 s. Slika 57 
prikazuje časovno odvisnost koncentracije Ca2+ ionov in pH dodatka HA v odprtem 
sistemu in 30 % citrata v zaprtem sistemu v 30 mL mešanico fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+. Ob dodajanju HA v raztopino opazimo enak trend kot pri 
vsakem predhodnem poskusu. 10 s po dodatku citrata koncentracija Ca2+ ionov pade iz 
1,14 mmol/L na 0,07 mmol/L. Opazimo, da pH v prvi sekundi po dodatku citrata naraste 
za 0,15 enote, vendar se ne ustali in še narašča. Upoštevati pa moramo, da elektrodni 
odziv Ca-ISE zaostaja 5 s za pH elektrodo. 
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Slika 57: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov v mešanici fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+ ob dodatku humanega albumina v odprtem sistemu in 30 % 
trinatrijevega citrata v zaprtem sistemu v cca 30 mL raztopine. 
Izvedli smo še dodatek 30 % citrata v cca 80 mL raztopino v odprtem sistemu s 
konstantnim mešanjem (Slika 58). Prvi del poskusa je bil izveden v odprtem sistemu, 
drugi del pa v zaprtem sistemu. Preskok iz odprtega v zaprt sistem smo naredili ob času 
203 s. Po ustalitvi signala v zaprtem sistemu smo dodali 30 % trinatrijev citrat ob času 
266 s. Koncentracija Ca2+ pade iz 1,17 mmol/L na 0,18 mmol/L po nekaj sekundah. 
Vrednost pH se ob dodatku HA očitno spremeni, ob dodatku citrata pa se spremeni za 
0,07 enote.  
 
Slika 58: Odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov v mešanici fiziološke raztopine in 
standardne raztopine Ca2+ ob dodatku humanega albumina v odprtem sistemu in 30 % 
trinatrijevega citrata v zaprtem sistemu v cca 80 mL raztopine. 
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4.11 Spremljanje koncentracije Ca2+ ionov in pH ob zaporednih 
dodatkih citrata v mešanico fiziološke raztopine, standardne 
raztopine Ca2+ in humanega albumina  
Opazovali smo, kaj se zgodi v človeškem telesu (v našem primeru reakcijski celici), če 
pride do razlitja citrata iz katetra. Postopek izvedbe poskusov je opisan v poglavju 3.4.17. 
V zaprtem sistemu pri 36,5 °C, konstantnem mešanju in prepihovanju z N2 smo spremljali 
vpliv dodanega volumna trinatrijevega citrata na koncentracijo prostih Ca2+ ionov in pH 
v mešanici fiziološke raztopine, standardne raztopine Ca2+ in humanega albumina (HA). 
Kljub temu, da je koncentracija humanega serumskega albumina v človeškem telesu 35–
45 g/L, smo se osredotočili na koncentracijo Ca2+ ionov, ki jo lahko "on-line" merimo.  
Spremljali smo časovno odvisnost koncentracije Ca2+ ionov in pH ob zaporednih dodatkih 
trinatrijevega citrata v raztopino s HA (Slika 59). Prvi del poskusa je bil izveden v 
odprtem sistemu, drugi del pa v zaprtem sistemu. Kot nam je že znano se tudi pri tem 
poskusu pH in koncentracija Ca2+ ionov vidno spremenita ob dodatku HA. Preskok iz 
odprtega v zaprt sistem smo naredili ob času 165 s. Vidimo, da se z vsakim nadaljnjim 
dodanim mililitrom 4 % trinatrijevega citrata koncentracija Ca2+ ionov pade, pH pa 
naraste. 
 
Slika 59: Časovna odvisnost pH in koncentracije Ca2+ ionov ob dodatkih 4 % 
trinatrijevega citrata v cca 30 mL mešanici fiziološke raztopine, standardne raztopine 
Ca2+ in humanega albumina. 
V nadaljevanju je zaradi boljše preglednosti predstavljena odvisnost koncentracije Ca2+ 
ionov in pH od volumna dodanega trinatrijevega citrata (4 % in 30 %) v cca. 30 mL in 80 
mL mešanici fiziološke raztopine, standardne raztopine Ca2+ in HA.  
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Iz Slika 60 razberemo pričakovane rezultate. Koncentracija Ca2+ ionov je najvišja ob 
dodatku 4 % trinatrijevega citrata v cca 80 mL mešanico fiziološke raztopine, standardne 
raztopine Ca2+ in HA, najnižja pa ob dodatku 30 % citrata v cca 30 mL prej omenjeno 
mešanico raztopin. Opazimo, da so si krivulje z isto koncentracijo citrata bližje. 
 
Slika 60: Odvisnost koncentracije Ca2+ ionov od volumna dodanega trinatrijevega citrata 
(4 % in 30 %) v cca 30 mL in cca 80 mL mešanico fiziološke raztopine, standardne 
raztopine Ca2+ in humanega albumina. 
Pri odvisnosti pH vrednosti od volumna dodanega trinatrijevega citrata v 30 mL in 80 mL 
vidimo, da pH vrednost narašča z zaporednim dodajanjem citrata (Slika 61). Vrednost pH 
pri poskusu dodatka 30 % trinatrijevega citrata v 80 mL (vijolična krivulja) le nekoliko 
odstopa od ostalih, kar pa je zanemarljivo. Krivulje z isto koncentracijo citrata so si bližje, 
krivulje s 30 % citratom pa hitreje naraščajo v primerjavi s krivuljami s 4 % citratom. 
 
Slika 61: Odvisnost pH vrednosti od volumna dodanega citrata (4 % in 30 %) v cca 30 
mL in cca 80 mL mešanico fiziološke raztopine, standardne raztopine Ca2+ in humanega 
albumina. 
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5 Zaključek 
V sklopu magistrskega dela smo v različnih pogojih optimizirali sistem za določitev 
koncentracije kalcija s Ca-ISE, ki je bil vzpostavljen in preizkušen v diplomskem delu 
Določanje kalcija z ionoselektivno elektrodo, zasnovan na podlagi ideje v sklopu 
terciarnega raziskovalnega projekta “Varnost polnitve hemodializnih centralnih venskih 
katetrov s 30% citratom pri otrocih” (št. 20150151). 
Poskuse smo izvajali bodisi v odprtem, bodisi v zaprtem sistemu. Odprt sistem predstavlja 
izvedbo poskusov pri sobni temperaturi (25 °C) in pri aerobnih pogojih, zaprt sistem pa 
izvedbo pri 36,5 °C in anaerobnih pogojih (konstantno prepihovanjem z dušikom). Pogoji 
zaprtega sistema so bili določeni na podlagi pogojev v človeškem telesu – povprečna 
temperatura človeškega telesa in odsotnost neposrednega stika z zrakom. Pri poskusih 
dodatka citrata smo koncentracijo prostega Ca2+ pred dodatkom antikoagulanta 
"nastavili" na 1,2 mmol/L zato, da smo se čim bolj približali pogojem v človeškem telesu. 
Kot naprimernejša metoda za merjenje koncentracije prostih Ca2+ ionov ob konici 
dializnega katetra v resničnem času (“real time”) velja metoda s Ca-ISE, kar je bilo 
preverjeno v mojem diplomskem delu Določanje kalcija z ionoselektivno elektrodo. En 
izmed ciljev magistrskega dela je bil določiti odzivni čas Mettler Toledo Ca-ISE, kateri 
je 100 s, odzivni čas Consort Ca-ISE pa 200 s. Potrdili smo tudi že znan vpliv temperature 
na Ca-ISE, da se z višanjem temperature sistema viša tudi naklon elektrode. Nato smo 
spremljali naklona obeh elektrod; v odprtem sistemu je naklon Consort Ca-ISE (25,5 ± 
1,1) mV, v zaprtem sistemu pa (28,2 ± 1,3) mV. Zaradi odstopanj naklona Consort Ca-
ISE od teoretične vrednosti naklona lahko trdimo, da omenjena Ca-ISE ni primerna za 
nadaljnje analitske raziskave. Naklon Mettler Toledo Ca-ISE v odprtem sistemu je (28,5 
± 0,1) mV, v zaprtem sistemu pa (29,6 ± 0,3) mV. Kljub temu, da je naklon nižji od 
teoretične vrednosti (v odprtem sistemu je 29,6 mV, v zaprtem sistemu je 30,7 mV) je 
dobro ponovljiv in omogoča realne meritve.  
Posamezni dodatki citrata skozi en krak dvolumenskega dializnega katetra v mešanico 
fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ se skladajo z rezultati v raziskavi 
"Citrate-included local ionized calcium reduction in pediatric hemodialysis patients – in 
vitro study".52 Meritve z dvema zaporednima dodatkoma citrata so bile zanimive iz 
kemijskega vidika, meritve dveh dodatkov citrata s časovnim zamikom 100 s pa so 
zanimive zaradi realnega kliničnega postopka –  med obema dodatkoma citrata preteče 
nekaj 100 s. 
S spremljanjem pH vrednosti največ petih zaporednih dodatkov citrata vidimo, da se pH 
povečuje ne glede na sestavo izhodiščne tekočine. Vidimo, da je pH fiziološke raztopine 
6,80 ± 0,05, pH mešanice fiziološke raztopine in standardne raztopine Ca2+ pa 6,1 ± 0,3. 
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Da bi se približali dejanskim pogojem v človeškem telesu smo v mešanico fiziološke 
raztopine in standardne raztopine Ca2+ dodali raztopino humanega albumina. Zaradi 
vpliva pH na vezavo Ca2+ ionov na beljakovine smo hkrati spremljali tudi pH raztopin. 
Ob dodatku humanega albumina se koncentracija prostih Ca2+ ionov zniža, kar si lahko 
razložimo z vezavo na humani albumin, vrednost pH pa zviša. Zanimivo je dejstvo, da se 
ob dodatku NaOH v mešanico fiziološke raztopine, standardne raztopine Ca2+ ionov in 
humanega albumina koncentracija Ca2+ ionov zmanjša. Vzrok se skriva ponovno v vezavi 
Ca2+ na proteine, ta pa je odvisna od kislinsko-baznega ravnotežja. V primeru višjega pH 
v sistemu se več Ca2+ veže na proteine – to opazimo kot padec koncentracije Ca2+ ionov.  
Opazili smo, da sta se tako koncentracija Ca2+ionov kot pH očitno spremenila ob prvem 
dodatku citrata, ob nadaljnjih dodatkih je koncentracija Ca2+ ionov padala proti 0 mmol/L. 
Vrednost pH se je v večini primerih ustalila ali pa minimalno spremenila za + 0,01 pH 
enote, kar zagotovo ni posledica kemijskih sprememb kompleksa z antikoagulantom. V 
odprtem in zaprtem sistemu se ob prvem dodatku 30 % trinatrijevega citrata pojavi 
sprememba pH vrednosti za + 0,11 in + 0,15. Na podlagi rezultatov sklepamo, da se med 
koncentracijami kalcijevih ionov pri poskusih ob dodatku citrata v mešanico fiziološke 
raztopine, standardne raztopine kalcija in humanega albumina, in pri poskusih z mešanico 
fiziološke raztopine in standardne raztopine kalcija brez humanega albumina, pojavijo 
razlike ob dodatku 30 % citrata v 80 mL izhodiščne raztopine. 
Cilji magistrskega dela so doseženi, potrebne so ponovitve meritev koncentracij Ca2+ 
ionov v mešanici fiziološke raztopine, standardne raztopine Ca2+ in humanega albumina 
za statistično obdelavo rezultatov. Za nadaljnjo uporabo Ca-ISE pa bi priporočali uporabo 
elektrod proizvajalca Mettler Toledo zaradi krajšega odzivnega časa ter manjše razlike 
med eksperimentalno dobljenim naklonom in teoretičnim naklonom. 
Tematika magistrskega dela je zelo obširna, zato bi lahko izvedli še veliko dodatnih študij. 
V osnovno raztopino v reakcijski celici bi dodali tudi ostale beljakovine, prisotne v krvi 
kot naprimer fibrinogen, protitelesa, encimi, in krvne celice – trombocite, levkocite in 
eritrocite. Lahko bi preizkusili ponovljivost poskusov in odzivnost kalcijeve 
ionoselektivne elektrode s svinjsko krvjo, ki je najboljši približek človeške krvi. Možnost 
dodatnih študij predstavlja tudi primerjava različnih vrst in proizvajalcev katetrov. Študije 
bi lahko temeljile na pretočnem sistemu – izvedli bi pozicioniranje dveh kalcijevih 
ionoselektivnih elektrod v pretočnem sistemu za spremljanje spremembe koncentracije 
kalcija v resničnem času s Ca-ISE. Spremljali bi elektrodni potencial v dveh točkah 
sistema – ob injiciranju citrata tik ob katetru, kar bi predstavljalo desni srčni preddvor, in 
v oddaljeni točki, kjer bi spremljali vpliv citrata na spremembo kalcija v periferni krvi. S 
to študijo bi se še dodatno približali pogojem v človeškem telesu in bi upoštevali tudi 
pretok krvi skozi srce. 
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